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Estructura       a presente tesis doctoral consta en primer lugar de una Introducción general, que proporciona al lector una base de la situación actual de la agricultura y la ganadería ecológica y la normativa que las regula. Se hace también una descripción de la ganadería ecológica en Europa y en España y de los minerales en la ganadería ecológica. Por otro lado se hace una introducción acerca de los tipos de algas, sus funciones y su uso, tanto en la industria como en la alimentación humana y animal. A continuación se definen los objetivos de este estudio, que serán abordados a los largo de 










 os sistemas de ganadería ecológica promueven una combinación de alimentación de buena calidad, prohibición del uso de productos químicos, sistemas apropiados de ganadería y correctas prácticas de manejo para concordar con los principios de salud, ecología, lealtad y cuidado (IFOAM, 2005).  
1. Agricultura y ganadería ecológica La agricultura ecológica, se puede definir de manera sencilla como un compendio de técnicas agrarias que excluye normalmente el uso, en la agricultura y ganadería, de productos químicos de síntesis como fertilizantes, plaguicidas, antibióticos, etc., con el objetivo de preservar el medio ambiente, mantener o aumentar la fertilidad del suelo y proporcionar alimentos con todas sus propiedades naturales (MAGRAMA, 2014). La normativa europea define a la producción ecológica como un sistema general de gestión agrícola y producción de alimentos que combina las mejores prácticas ambientales, un elevado nivel de biodiversidad, la preservación de recursos naturales, la aplicación de normas exigentes sobre bienestar animal y una producción conforme a las preferencias de determinados consumidores por productos obtenidos a partir de sustancias y procesos naturales. Así pues, los métodos de producción ecológicos desempeñan un papel social doble, aportando, por un lado, productos ecológicos a un mercado específico que responde a la demanda de los consumidores y, por otro, bienes públicos que contribuyen a la protección del medio ambiente, al bienestar animal y al desarrollo rural (EC, 2007). La comisión del Codex Alimentarius considera a la agricultura ecológica como un sistema de producción holístico que fomenta y mejora la salud del agroecosistema, y en particular la biodiversidad, los ciclos biológicos, y la actividad biológica del suelo. Enfatiza el uso de buenas prácticas de manejo sobre la utilización de insumos externos a la granja, teniendo en cuenta que las condiciones regionales requerirán sistemas adaptados localmente. Esto se consigue empleando, siempre que sea posible, métodos culturales (formación y educación) y biológicos, en contraposición al uso de productos sintéticos, para cumplir cada función específica dentro del sistema (Codex Alimentarius, 1999). Desde la Federación Internacional de Agricultura Ecológica (IFOAM), se define la agricultura ecológica como un sistema de producción que mantiene la salud de suelos, ecosistemas y personas. Se basa en los procesos ecológicos, la biodiversidad y los ciclos adaptados a las condiciones locales, en lugar de la utilización de insumos con efectos adversos. La agricultura ecológica combina tradición, innovación y ciencia para beneficiar 
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Tesis Doctoral Francisco Rey Crespo el ambiente compartido y promover relaciones justas y una buena calidad de vida para todos los involucrados (IFOAM, 2005). La producción animal forma parte de la agricultura ecológica. La ganadería ecológica se basa en la producción de animales en un sistema que utiliza mayoritariamente forraje, enfatizando en mejorar la salud y el bienestar animal, y en reducir la utilización rutinaria de tratamientos veterinarios convencionales, fertilizantes y pesticidas (Hermansen, 2003; Hovi et al., 2003; Nauta et al., 2006; Adas et al., 2007; Rozzi et al., 2007; Garmo et al., 2010; Ahlman et al., 2011; Horn et al., 2012) es decir, la creación de un sistema ligado a la tierra y autosuficiente (Haiger et al., 1988; Van Veluw, 1994; Alrøe et al., 1998; Baars, 1990,1998; Nauta et al., 1999). La agricultura ecológica debe concebirse como parte de un sistema de producción agrario sostenible y como una alternativa a la agricultura más tradicional e intensiva (Blanco Penedo, 2008). Una de sus funciones básicas es mantener o estimular el desarrollo rural (Rosati and Aumaitre, 2004). El desarrollo de la agricultura y ganadería ecológica en Europa no sólo está ligado a un cambio en el modelo agrícola (Michelsen, 2001), sino también a la expresión de una opinión crítica con la agricultura Europea y la interacción entre el ser humano y la naturaleza. Esto refleja una sociedad con grandes dudas y preocupaciones por el medioambiente, que valora la importancia de la ciencia para resolver este tipo de problemas sociales (Hermansen, 2003). 
1.1. Desarrollo y evolución de la agricultura ecológica La agricultura ecológica ha ido creciendo rápidamente en las últimas décadas y ha conseguido una importante cuota de mercado (Ahlman, 2010) debido una mayor demanda de los consumidores (Alroe y Noe, 2008). Sin embargo, no es un concepto nuevo sino que surgió en 1924 cuando por parte de una asociación privada se crearon unas directrices para formalizar un sistema de producción alternativo al crecimiento de la producción convencional (Schaumann, 1995). En esta época, se consolidaba la industrialización de la agricultura y el crecimiento del uso de fertilizantes y pesticidas, por lo que estos nuevos conceptos nacieron como reacción frente a ello (Lund, 2002; Hermansen, 2003; Von Borell y Sorensen, 2004).  Durante estos años, diferentes ideologías han contribuido a que las bases de la agricultura ecológica sean conocidas hoy (Von Borell y Sorensen, 2004). Entre ellas, cabe destacar la agricultura biodinámica en Alemania, bajo la inspiración de Rudolf Steiner (1861-1925), la ganadería ecológica originada en Inglaterra con las teorías desarrolladas por Albert Howard en su Testamento Agrícola (1940) y la Biología Ecológica que se desarrolló en Suiza por Hans-Peter Rusch y Hans Müller (Blanco Penedo, 2008).  La Agricultura biodinámica, de Rudolf Steiner, creador de la Antroposofía, se fundamenta en la integración armoniosa entre el suelo, las plantas y la vida de los animales, poniendo en guardia sobre la utilización de los productos químicos que pueden "destruir" la tierra, que es considerada un organismo vivo. Su principal discípulo Erhenfried Pfeiffer desarrolló este sistema en varios países de Europa y lo exportó a EEUU (2014) (Biodynamics, 2014).  
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Introducción general Albert Howard (1873-1947) es referido como el padre de la agricultura ecológica moderna y su libro Testamento Agrícola es uno de los textos clásicos de la agricultura ecológica. Él desarrolló diferentes técnicas y difundió sus conocimientos a través de “Soil Association” de Reino Unido y del “Rodale Institute” en EEUU. Su trabajo influenció e inspiró a diferentes científicos para fomentar los movimientos ecológicos como son Eve Balfaur and J.I. Rodale. (IFOAM, 2014). Entre la década de los 40 y 70 se produce una separación clara entre agricultura ecológica y no ecológica donde el diálogo entre las comunidades de los dos tipos de producción es muy pequeño (Heckman, 2006). En la década de 1960 apareció un movimiento de oposición a la ganadería intensiva basada en la compra de alimentos y en este contexto, el movimiento ecologista propuso una forma más natural de producir (Padel et al., 2004). En 1972, se fundó la Federación Internacional de Agricultura Ecológica (IFOAM) y se estableció definitivamente el concepto de agricultura ecológica (Ahlman, 2010) y las directrices básicas de la producción ecológica tanto animal como vegetal (Hermansen, 2003). En los años 80, el interés público por el método de producción ecológico continuó creciendo (Heckman, 2006). Pero no fue hasta los años 90, cuando las granjas ecológicas alcanzaron su etapa de madurez, cuando los gobiernos apoyaron con mejores precios lo que se producía en ecológico y comenzó a despertar el interés comercial por estos productos (Woodward, 1988). Además fue en este momento cuando comenzó a regularse la producción ecológica. Por otro lado, en los últimos 20 años, la salud se está convirtiendo en uno de los temas más importantes debido a las crisis sanitarias de los productos de origen animal (Kirk et al., 2002). Los productos ecológicos son considerados de mayor seguridad alimentaria (Von Borell y Sörensen, 2004), lo que provoca un crecimiento en su consumo. A finales de los años 90, los países miembros de la UE formaron la NAHWOA (Network for Animal Health and Welfare in Organic Agriculture), un proyecto fundado por la Comisión Europea, con el objetivo de formar una plataforma de unión para las organizaciones dedicadas a la investigación y las instituciones involucradas en la ganadería ecológica (NAHWOA, 2001). El proyecto debería crear un foro de discusión sobre la salud y el bienestar animal y sus interrelaciones dentro del sector de la ganadería ecológica, para contribuir al desarrollo de leyes para la regulación de la producción ecológica. Esta red de trabajo está formada por 17 organizaciones procedentes de 13 países europeos (Chander et al., 2011). Las conclusiones y recomendaciones emanadas de este proyecto crearon grupos de trabajo abiertos a la participación de un amplio sector de investigadores y de la comunidad implicada en la ganadería ecológica (Hovi et al., 2003). 
1.2. Normativa ecológica La agricultura ecológica se encuentra regulada legalmente en España desde 1989, cuando se aprobó el Reglamento de la Denominación Genérica "Agricultura Ecológica", que ha venido aplicándose hasta la entrada en vigor del Reglamento (CEE) 2092/91 sobre la producción agrícola ecológica y su indicación en los productos agrarios y alimenticios, siendo inicialmente el Consejo Regulador de la Agricultura Ecológica el encargado de 
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Tesis Doctoral Francisco Rey Crespo controlar la producción ecológica en todo el territorio nacional. Posteriormente, el Real Decreto 1852/93 establece una nueva regulación de agricultura ecológica basada en el Reglamento (CEE) 2092/91 citado, al mismo tiempo que las Comunidades Autónomas empiezan a asumir las competencias de control de este sistema de producción. Este marco legislativo, establecía unas normas mínimas que deben seguirse mientras que las normas más estrictas podrían ser establecidas por asociaciones privadas (Dabbert et al., 2004).  El desarrollo normativo comunitario en cuanto a agricultura ecológica es continuo; en 1999 se aprobó el Reglamento (CEE) 1804/99, que completa la Norma de (CEE) 2092/91, regulando la producción animal. El reglamento (CEE) 2092/91 estuvo en vigor hasta el año 2007, cuando fue derogado por la nueva normativa europea, el reglamento (CEE) 834/2007 del Consejo sobre producción y etiquetado de los productos ecológicos y el reglamento (CEE) 1237/2008 por el que se establecen las disposiciones del anterior reglamento en lo que se refiere a las importaciones de productos ecológicos procedentes de terceros países (MAGRAMA, 2014). Estas regulaciones fueron usadas a su vez como base para la realización de la legislación ecológica de países no comunitarios como es el caso de Noruega, Suiza o Turquía. A su vez, otros países fuera de Europa poseen similares regulaciones como es el caso de EEUU o Canadá (Stolze and Lampkin, 2009). Los procedimientos de aplicación de dichos Reglamentos revisten asimismo gran importancia, ya que garantizan que todos los productores que alegan cumplir los requisitos para ser considerados agricultores ecológicos están inscritos en el organismo de control competente de su país. A su vez, tales organismos han sido designados por autoridades encargadas de comprobar su capacidad para administrar los regímenes de forma justa y eficaz y están sujetos a la reglamentación establecida por ellas (Blanco Penedo, 2008). En España, el control y la certificación de la producción agraria ecológica se lleva a cabo mayoritariamente a través de Consejos o Comités de Agricultura Ecológica territoriales, que son organismos dependientes de las Consejerías o Departamentos de Agricultura de las Comunidades Autónomas, o directamente por Direcciones Generales adscritas a las mismas. En Galicia, el CRAEGA (Consello Regulador de Agricultura Ecológica de Galicia) es el encargado del control y certificación de las producciones ecológicas de la comunidad (CRAEGA, 2014). Son casos diferentes los de las Comunidades Autónomas de Andalucía, Castilla La Mancha y Aragón que han autorizado organismos privados para la realización de estas funciones.  En el resto del mundo, existen 468 organizaciones que ofrecen servicios de certificación ecológica de las cuales el 37% se encuentran en Europa (Chander et al., 2011). Como distintivo para que el consumidor pueda distinguir en el mercado los productos de la agricultura ecológica, todas las unidades envasadas, además de su propia marca y alguna de las menciones específicas de la agricultura ecológica, llevan impreso el código de la autoridad y organismo de control o un logo especifico, con el nombre y el código de la entidad de control. Desde el año 2010, también debe ir impreso el logo comunitario de la agricultura ecológica como figura en la normativa. Todo ello significa que la finca o industria donde se ha producido o elaborado el producto, está sometida a los controles e inspecciones correspondientes de la autoridad o del organismo establecido al efecto en la 
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Introducción general respectiva Comunidad Autónoma. Constituye, a su vez, la única garantía oficial de que el producto responde a la calidad supuesta por el consumidor y cumple las normas establecidas en el Reglamento (CE) 834/2007 y sus disposiciones de aplicación. (MAGRAMA, 2014).  
1.2.1. Principios de agricultura ecológica de la IFOAM (Federación Internacional de 
Agricultura Ecológica) La agricultura es una de las actividades más elementales de la humanidad debido a que todos los pueblos necesitan alimentarse a sí mismos. La agricultura ecológica se basa en cuatro principios promovidos por la IFOAM. Estos principios se aplican a la agricultura en su sentido más amplio, incluyendo la forma en que las personas cuidan el suelo, el agua, las plantas y los animales para producir, preparar y distribuir alimentos y otros bienes.  Los principios de la agricultura ecológica sirven para inspirar el movimiento ecológico en toda su diversidad con una visión para que sean adoptados en todo el mundo. Esto provoca que los principios estén abiertos a muchas interpretaciones y que la ejecución de los mismos sea complicada (Chander et al., 2011). Las características y condiciones de las diferentes regiones difieren en aspectos como el clima, los recursos económicos, la presencias de enfermedades o las estructuras de rebaños (Lund and Algers, 2003; Vaarst et al., 2006) por lo que la aplicación de estos principios básicos se debe realizar en el contexto local, regional o nacional (Vaarst et al., 2006).  Cada principio está formulado en una declaración seguida de una explicación y deben ser utilizados como un todo integral. Están elaborados como principios éticos que inspiren a la acción. 
El Principio de salud: “La agricultura ecológica debe sostener y promover la salud del suelo, 
plantas, animales, personas y planeta como una sola e indivisible”. Este principio sostiene que la salud de los individuos y las comunidades no puede ser separada de la salud de los ecosistemas: suelos saludables producen cultivos saludables que fomentan la salud de los animales y las personas. La salud es el todo y la integridad en los sistemas vivos. No es únicamente la ausencia de la enfermedad, sino también el mantenimiento del bienestar físico, mental, social y ecológico. Características esenciales de la salud son inmunidad, resistencia y regeneración. El rol de la agricultura ecológica, ya sea en la producción, transformación, distribución o consumo, es el de mantener y mejorar la salud de los ecosistemas y organismos, a lo largo de la cadena trófica hasta los seres humanos. La agricultura ecológica en particular, tiene la finalidad de producir alimentos nutritivos de alta calidad que promuevan un cuidado preventivo de la salud y del bienestar. En correspondencia con lo anterior, la agricultura ecológica debe evitar el uso de fertilizantes, plaguicidas, productos veterinarios y aditivos en alimentos que puedan ocasionar efectos negativos en la salud. 
El Principio de Ecología: “La agricultura ecológica debe estar basada en sistemas y ciclos 
ecológicos vivos, trabajar con ellos, emularlos y ayudar a sostenerlos”. 
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Tesis Doctoral Francisco Rey Crespo Este principio enraíza la agricultura ecológica dentro de sistemas ecológicos vivos. Establece que la producción debe estar basada en procesos ecológicos y en el reciclaje. La nutrición y el bienestar se logran a través de la ecología del ambiente productivo y específico. Así por ejemplo, en el caso de cultivos, éste es el suelo vivo, en animales, es el ecosistema de la granja y en peces y organismos marinos es el ambiente acuático. Los sistemas de agricultura ecológica, pastoreo y aprovechamiento de productos silvestres, deben ajustarse a los ciclos y equilibrios ecológicos de la naturaleza. Estos ciclos son universales, pero su funcionamiento es específico al lugar. El manejo ecológico debe adaptarse a las condiciones locales, la ecología, cultura y escala. Los insumos deben disminuir mediante la reutilización, reciclaje y manejo eficiente de materiales y energía para así mantener y mejorar la calidad ambiental y la conservación de los recursos. La agricultura ecológica debe lograr el equilibrio ecológico a través del diseño de sistemas agrarios, el establecimiento de hábitats y el mantenimiento de la diversidad genética y agrícola. Quienes producen, transforman, comercializan o consumen productos ecológicos deben proteger y beneficiar al ambiente común que incluye paisajes, hábitat, biodiversidad, aire y agua. 
El Principio de Equidad: “La agricultura ecológica debe estar basada en relaciones que 
aseguren equidad con respecto al ambiente”. La equidad está caracterizada por la igualdad, el respeto, la justicia y la gestión responsable del mundo compartido, tanto entre humanos, como en sus relaciones con otros seres vivos. Este principio enfatiza que todos aquellos involucrados en la agricultura ecológica deben conducir las relaciones humanas de tal manera que aseguren justicia a todos los niveles y a todas las partes: productores, trabajadores agrícolas, transformadores, distribuidores, comercializadores y consumidores. La agricultura ecológica debe proporcionar a todos aquellos involucrados, una buena calidad de vida, contribuir a la soberanía alimentaria y a la reducción de la pobreza. La agricultura ecológica tiene como objetivo producir alimentos de calidad y otros productos en cantidad suficiente. Este principio remarca que se debe otorgar a los animales las condiciones de vida que sean acordes con su fisiología, comportamiento natural y bienestar. Los recursos naturales y ambientales utilizados para la producción y consumo deben ser gestionados de tal forma que sea justa social y ecológicamente, debiendo mantenerse como legado para futuras generaciones. La equidad requiere de sistemas de producción, distribución y comercio abiertos y justos que tomen en cuenta los verdaderos costos ambientales y sociales.  
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El Principio de Precaución: “La agricultura ecológica debe ser gestionada de una manera 
responsable y con precaución para proteger la salud y el bienestar de las generaciones 
presentes y futuras y el ambiente”. La agricultura ecológica es un sistema vivo y dinámico que responde a demandas y condiciones internas y externas. Quienes practican la agricultura ecológica pueden incrementar la eficiencia y la productividad siempre que no comprometan la salud y el bienestar. Por lo tanto, las nuevas tecnologías necesitan ser evaluadas y los métodos existentes revisados. Debido a que sólo existe un conocimiento parcial de los ecosistemas y la agricultura, se debe tomar en cuenta la precaución. Este principio establece que la precaución y la responsabilidad son elementos clave en la gestión, desarrollo y elección de tecnologías para la agricultura ecológica. La ciencia es necesaria para asegurar que la agricultura ecológica sea saludable, segura y ecológicamente responsable. Sin embargo, el conocimiento científico sólo no es suficiente. La experiencia práctica, la sabiduría acumulada y el conocimiento local y tradicional ofrecen soluciones válidas comprobadas por el tiempo. La agricultura ecológica debe prevenir de riesgos importantes adoptando tecnologías apropiadas y rechazando las impredecibles como lo es la ingeniería genética. Las decisiones deben reflejar los valores y las necesidades de todos los posibles afectados a través de procesos transparentes y participativos. Estos valores de forma conjunta, contienen el rango de valores acordes con los principios de sostenibilidad, naturalidad y de una perspectiva integral. Existe la preocupación de que la normativa europea y nacional no considere los verdaderos valores del movimiento ecológico. Esta ha debido de ser la razón por la que los sectores de certificación privados generaron una legislación más estricta en algunas áreas (Blanco Penedo, 2008). En una comparación de la definición de las diferentes legislaciones, incluida la ley 2092/91 desglosada en diferentes puntos, muestran que muchas están referidas a los Principios de Salud y Ecología de la IFOAM, mientras que los Principios de Justicia y Precaución están menos representados. Ejemplos actuales de prácticas realizadas de algunos tipos de granja dentro de granjas ecológicas, muestran que bajo las mismas reglas los insumos de granjas ecológicas intensivas son diferentes y se enfrentan a un amplio grupo de todos los puntos inherentes a los principios ecológicos. Además de estos cuatro principios, la IFOAM también se plantea 17 objetivos de los cuales  sólo 3 se refieren a la producción de ganado. El primero de ellos basado en el mantenimiento de la biodiversidad que viene a ser el principal desafío según este organismo para las granjas ecológicas. En segundo lugar, ofrecer al ganado libertad para que alcance su comportamiento natural. Y por último, los sistemas ecológicos deberían promover un equilibrio entre los cultivos y el ganado, construyéndose así ciclos cerrados y sostenibles de nutrientes (Hovi et al., 2003). 
1.2.2. Directrices Europeas de ganadería ecológica La ganadería ecológica debe someterse a rigurosas normas de bienestar animal y responder a las necesidades del comportamiento propias de cada especie, mientras que la 
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Tesis Doctoral Francisco Rey Crespo atención veterinaria debe basarse en la prevención de enfermedades. En este sentido, debe prestarse atención especial a las condiciones de estabulación, las prácticas pecuarias y la carga ganadera. Las normas de aplicación para la producción ganadera garantizarán el cumplimiento de, al menos, las disposiciones del Convenio europeo sobre protección de los animales en las explotaciones ganaderas y las recomendaciones subsiguientes de su comité permanente (EC, 2007). Podemos sintetizar las exigencias del reglamento (CEE) 834/2007 en relación a la producción ganadera en diferentes puntos: 
• En lo relacionado con la alimentación, el forraje debe proveerse ad libitum y el concentrado no debe exceder el 40% del total de alimento (excepto en los tres meses después del parto que se permite el 50%). Más del 50% del forraje debe ser producido en la propia explotación y como máximo, los animales pueden alimentarse con un 5% de alimento no ecológico. A su vez, no está permitida la utilización de organismos genéticamente modificados. Los terneros deberán ser alimentados con leche natural preferiblemente de la madre. 
• Los animales deben tener acceso al pasto o zonas de aire libre durante la estación de pastoreo.  
• En lo relativo al origen de los animales, se establece que deberán nacer y crecer en las explotaciones, o en el caso de ser adquiridos deberán pasar un período de conversión.  
• En la reproducción se utilizarán métodos naturales aunque se permite la inseminación artificial. No está permitida la utilización de tratamientos hormonales (salvo como medida terapéutica) ni técnicas de reproducción artificial como la clonación o transferencia de embriones. La elección de la raza contribuirá también a prevenir todo sufrimiento y a evitar la necesidad de mutilar animales. 
• En lo relativo a la prevención de enfermedades y al tratamiento veterinario se debe primar la prevención de enfermedades. Las enfermedades se tratarán inmediatamente para evitar el sufrimiento de los animales; podrán utilizarse medicamentos veterinarios alopáticos de síntesis, incluidos los antibióticos, cuando sea necesario y bajo condiciones estrictas, cuando el uso de productos fitoterapéuticos, homeopáticos y de otros tipos no resulte apropiado; en particular, se establecerán restricciones respecto a los tratamientos y al período de espera. 
1.3. Agricultura ecológica en Europa El actual desarrollo de la agricultura ecológica se atribuye a un incremento del interés de los consumidores en los productos ecológicos unido al interés de muchos productores de convertirse a producción ecológica (en muchos casos estimulados por la financiación de los gobiernos) (Hermansen, 2003; Mogensen, 2005). El crecimiento de la agricultura ecológica a nivel mundial es un hecho. En el año 2000, sólo estaba presente en 86 países, mientras que en el año 2012 ya son 162 países los que cuentan con su presencia (Chander et al., 2011). Se estima una superficie total de producción superior a los 37 millones de hectáreas, de las cuales 12 millones se encuentran en Australia, el país con mayor superficie dedicada a la agricultura ecológica. Le siguen Argentina y EEUU con 3.8 y 1.9 millones de hectáreas respectivamente. El número de productores ecológicos asciende a 1.8 millones y alcanza unas cifras de mercado de 62.9 billones de dólares (IFOAM, 2013). 
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Introducción general En el caso de Europa, aunque el nacimiento de la agricultura ecológica se produjo en la primera mitad del siglo XX, el auténtico crecimiento se produjo después los años 80. A partir de su inclusión en el marco de los programas de desarrollo rural, la agricultura ecológica europea experimenta un notable crecimiento al pasar de 100.000 hectáreas y 6.300 explotaciones en el año 1985, menos del 0.1% de la superficie agrícola utilizada, a 5.6 millones de hectáreas y 155.000 explotaciones para la UE de los 15 en 2006, que representa un 4.51% de toda su superficie agraria útil. El crecimiento de la producción ecológica ha sido constante en Europa, es así que en el año 2008 eran ya 7.6 los millones de hectáreas destinadas a este fin. España, en el año 2008 era el país con mayor superficie dedicada a la agricultura ecológica de Europa con 1.1 millones de hectáreas seguido de Italia (1 millón de hectáreas), Alemania (0.9 millones de hectáreas) y Reino Unido (con 0.7 millones de hectáreas) (EC, 2010). Estos cuatro países abarcan cerca de la mitad de la superficie total de agricultura ecológica de Europa y más del 40% de las explotaciones (85.000 sobre un total de 200.000) de todo el continente (Xunta de Galicia, 2009). En el año 2012, España contaba con casi 1.8 millones de hectáreas destinadas a producción ecológica (3 veces más que en el año 2000 con 380.920 hectáreas) y con un total 30.462 productores (MAGRAMA, 2013).  
1.4. Ganadería ecológica en Europa La producción ecológica animal también se ha visto impulsada en las últimas décadas. En la unión Europea, en el año 2007 había registradas 2.4 millones de cabezas de ganado vacuno observándose una media anual de crecimiento de 6.1% (EC, 2010). La producción ecológica basada en rumiantes se ha desarrollado más rápidamente que otros sectores ganaderos debido a una mayor facilidad de obtención de alimentación ecológica (ya que los pastos pueden ser fácilmente convertidos a producción ecológica), que en el caso de los sectores de la avicultura o porcino dónde hay una mayor dependencia en la disponibilidad de granos o piensos compuestos ecológicos (Rosati and Aumaitre, 2004; EC, 2010)  Los mayores productores ecológicos de ganado vacuno son Alemania, Austria, Reino Unido e Italia. La importancia del sector ecológico en relación al total de ganado bovino es muy elevada en Austria (17.1%), Letonia (12.7%), República Checa (10.1%) y Dinamarca (8.6%). En el caso de Alemania, el sector ecológico representa un 4.3% del bovino total del país y en Francia, el país con mayor número de cabezas de vacuno totales (19.1 millones), el sector ecológico sólo representa el 0.7% (EC, 2010). El tamaño de las granjas ecológicas en Europa ha ido aumentando, porque a pesar de que su número ha permanecido más estable, la superficie ha continuado creciendo, no obstante la variación entre los diferentes estados miembros es considerable (Boren y Söresen, 2004; Blanco Penedo, 2008; Oushdorm et al., 2008). La disminución del número de granjas mixtas y el aumento de la especialización son también indicadores indirectos de intensificación. En una investigación nacional llevada a cabo por Nieberg et al. (2005) en 11 Estados miembros (Austria, Dinamarca, Alemania, Italia, Reino Unido, Suiza, República Checa, Estonia, Hungría, Polonia y Eslovenia), la mayoría de 550 granjeros ecológicos valorados se les consideró especializados. La baja proporción de granjas mixtas (solo un 16% de las analizadas) implican un fuerte contraste 
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Tesis Doctoral Francisco Rey Crespo con expectación de que todas las granjas ecológicas tienen una estructura mixta. Sin embargo, existen fuertes variaciones entre países, factores locales y personales que promueven la especialización (Padel et al., 2007). Los productos de origen animal son una pequeña parte del mercado ecológico en relación a frutas, cereales u otros productos vegetales cuando hablamos en términos de exportaciones (Willer y Kilcher, 2011). La leche es considerada el producto ecológico animal de mayor éxito. En el año 2007, en la UE había 0.55 millones de cabezas de ganado vacuno de leche ecológico; lo que representa el 2.3% del total de vacas de leche en la Unión Europea. Los países con mayor número de animales en ecológico en relación al total de vacas de leche son Austria (15.6%), Dinamarca (9.6%) e Italia (3.2%). Alemania, el mayor productor europeo de leche sólo posee un 2.5% de vacas de leche ecológicas. Para Francia, el segundo productor el porcentaje se reduce al 1.6% (EC, 2010). 




1.5. Minerales en la ganadería ecológica Los minerales, tanto macrominerales (Ca, P, K, Mg, N, Na y S) como microminerales (Co, Cu, Fe, I, Mn, Mo, Se, Zn,…) son esenciales para mantener la salud y la productividad animal. Una nutrición óptima, con niveles de minerales adecuados, garantiza las funciones propias del organismo, entre las cuales las más importantes son las funciones estructurales, fisiológicas, catalíticas y reguladoras (Suttle, 2010).  En sistemas sostenibles de bajos insumos y en la agricultura ecológica la principal fuente de minerales para el ganado es el propio suelo y los materiales de desecho de la granja que se reciclan en el pasto. Las concentraciones de minerales disponibles en los diferentes tipos de suelo dependen de las concentraciones de la roca madre y de la química del suelo (Sundrum, 1997; Hayashida et al., 2004; Suttle, 2010) y como consecuencia, los forrajes pueden ser deficientes o desequilibrados en algunos oligoelementos. En raras ocasiones se pueden producir deficiencias agudas o toxicidad y las acciones correctivas pueden ser complejas y difíciles. Por el contrario, las deficiencias subclínicas o toxicidades, que son muy difíciles de diagnosticar y se encuentran asociadas con bajas productividades, son muy comunes en todo el mundo (Coonan et al., 2002; Blanco-Penedo et al., 2009). Tradicionalmente, estos desequilibrios minerales han sido relativamente fáciles de manejar en la agricultura convencional, donde los animales reciben de forma rutinaria suplementos minerales en el alimento concentrado. A diferencia del manejo convencional, en sistemas ecológicos la principal (o incluso la única) fuente de alimentación del ganado se produce a nivel local y el uso de suplementos de minerales está restringido (López-Alonso, 2012). Esto significa que las granjas ecológicas tienen que manejar los suelos y los forrajes con un sistema de gestión altamente eficiente (Kuusela and Khalili, 2002), así como garantizar la calidad de la alimentación ecológica comprada si se quiere lograr una ingesta de minerales equilibrada para el ganado (Bard, 2006). 
1.5.1. Necesidades minerales Los minerales deben ser proporcionados en concentraciones óptimas y de acuerdo con los requisitos que cambian durante el crecimiento y desarrollo del animal y durante el ciclo de producción. Es bastante difícil justificar el término “requerimientos” cuando hablamos de minerales de la misma manera que lo hacemos para la energía, proteína o aminoácidos (López-Alonso, 2012). Los requerimientos de minerales son difíciles de establecer y la mayoría de las estimaciones se basan en el nivel mínimo necesario para superar la deficiencia o un síntoma, y no necesariamente en la promoción de la productividad (Close, 2006, López-Alonso, 2012). Muchas autoridades (INRA en Francia, ACR en el Reino Unido o FEDNA en España) han recomendado las necesidades de minerales para asegurar que la producción de ganado no se deteriora por desequilibrios minerales en la dieta, sin embargo, el consenso entre ellos no es común. Las recomendaciones para el ganado en EE.UU. son las más recientemente actualizadas ya que fueron revisadas en 2000 y 2001 (NRC, 2000, 2001), si bien a día de hoy ya están un poco obsoletas. Weiss (2002) sugiere que estos deben ser considerados como los requisitos mínimos, ya que no incluyen los márgenes de seguridad. Las recomendaciones minerales deben incluir un margen de seguridad para tener en cuenta la presencia de antagonistas (López-Alonso et al., 2004; Blanco-Penedo et al., 2006; Blanco-
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Tesis Doctoral Francisco Rey Crespo Penedo et al., 2009; Suttle, 2010; Lopez-Alonso et al., 2011; López-Alonso, 2012). Por ejemplo, en los rumiantes la absorción de Cu se inhibe con Mo, S y, en menor medida, por Fe (Suttle, 2010) y los altos niveles de Ca en la alimentación pueden inhibir la absorción de Zn. También se estableció que se requieren niveles más altos de Cu en presencia de altos niveles de Zn y que los animales sometidos a estrés requieren niveles más altos de Cu y Zn. Por otra parte, cuando se determinan las necesidades de minerales y la suplementación, se debe prestar atención a la cantidad y el tipo de ingredientes crudos y su contenido mineral inherente, el procesado de la dieta, las condiciones de almacenamiento y ambientales, así como la inclusión y el contenido de otros minerales (Close, 2006; López-Alonso, 2012). La evaluación del estado mineral en el animal es difícil. Los análisis deben ser realizados en un momento concreto del ciclo de productivo, teniendo en cuenta el nivel de estrés del animal, el tipo de análisis, el antagonismo entre los diferentes elementos y la naturaleza de los alimentos complementarios utilizados. Por ejemplo las concentraciones de Cu en sangre no son buenos indicadores del estatus de Cu, ya que no todo el Cu está disponible para el animal y no se correlaciona con las concentraciones de Cu en el hígado (Clark et al., 1993): así animales con niveles de Cu bajos en plasma pueden tener niveles adecuados de Cu hepático (Mulryan and Mason, 1992) o viceversa.  
1.5.2. Fuentes de minerales En la ganadería ecológica normalmente se obtienen la mayoría de los minerales de los alimentos y forrajes que consumen, y la ingesta de minerales se ve influida por los factores que determinan el contenido mineral de las plantas y sus semillas. Las concentraciones de los minerales en las plantas dependen en gran medida del genotipo de la planta, ambiente del suelo, el clima y el estado de madurez (Suttle, 2010). Las concentraciones de micronutrientes son generalmente más altas en la superficie del suelo y disminuyen con la profundidad del mismo. A pesar de la alta concentración de la mayoría de los micronutrientes en el suelo, sólo una pequeña fracción está disponible para las plantas (Gupta et al., 2008) y el pH del suelo es uno de los factores más importantes que afectan a la disponibilidad de micronutrientes para las plantas. Las concentraciones de elementos traza en los pastos también varían estacionalmente (Socha et al., 2002; Griffiths et al., 2007; Suttle, 2010). Las leguminosas son generalmente mucho más ricas en macronutrientes que otros pastos que crecen en las mismas condiciones (Suttle, 2010). Los oligoelementos, en particular el I, Cu, Zn, Co y Ni, también son generalmente más altos en las leguminosas que en las especies de gramíneas cultivadas en climas templados (Hopkins et al., 1994). Los niveles de minerales en forrajes han sido estudiados durante mucho tiempo y existen gran cantidad de datos disponibles pero con un amplio rango de valores. Es por ello que la interpretación de los datos es extremadamente difícil ya que el rango entre los valores más bajos y más altos varía hasta diez veces más (Tame, 2008). Esta variabilidad se debe a que no se hace referencia a la etapa de crecimiento en la que se recolectaron las muestras o a las condiciones meteorológicas o de intensidad de luz en las que se recogieron. Está descrito que los valores son diferentes en hojas, tallo y semillas e incluso difieren entre las hojas jóvenes y viejas (Terry et al., 2000).  
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Introducción general Como se ha indicado, la etapa de madurez y época del año puede tener un efecto sobre las concentraciones de elementos traza en las especies forrajeras. Numerosos trabajos se han escrito sobre este tema, pero los resultados son difíciles de resumir debido a las diferentes condiciones en las que se llevaron a cabo los experimentos, las diferentes fechas en que se registraron los rendimientos y las diferentes ubicaciones de los experimentos. Muchos de los datos sugieren que la concentración de Fe, B, Cu, Zn y Mo son altas en abril y mayo, cuando el pasto está creciendo vigorosamente. Los oligoelementos están más activos en el crecimiento de primavera y las concentraciones son elevadas en el tejido durante este período. Las concentraciones de Fe, Cu y Zn caen ligeramente en junio y alcanzan un pico de nuevo en septiembre y octubre. Los niveles de Mo y Mn caen gradualmente a medida que avanza la temporada, mientras que los de Se se incrementan (Tame, 2008). 
1.5.3. Manejo mineral en ganadería ecológica Tradicionalmente, cubrir las necesidades de minerales ha sido relativamente fácil en las granjas intensivas. Esto se debe a que los suplementos minerales se incorporan de forma rutinaria en los concentrados y con esto, por lo general, se asegura que los animales reciben la ingesta necesaria de minerales (Chládek and Zapletal, 2007). Las raciones se formulan con grandes "márgenes de seguridad" para que la ingesta de nutrientes exceda los requisitos sin ninguna consecuencia negativa para la salud animal y la productividad (López-Alonso et al., 2011; López-Alonso, 2012). En cambio, en las granjas ecológicas, con un manejo mucho más extensivo utilizan como principal fuente de alimentación el forraje producido en la propia explotación con un uso muy limitado de alimentos concentrados y suplementos minerales. Este tipo de dieta se ha asociado a deficiencias de minerales y aparecen desequilibrios en zonas donde los suelos tienen un contenido mineral inadecuado y/o baja biodisponibilidad mineral (Weller and Bowling, 2000; Owens, 2001; Coonan et al., 2002; Owens and Watson, 2002; Govasmark et al., 2005; Tame, 2008; Blanco-Penedo et al., 2009; López-Alonso et al., 2011; López-Alonso, 2012) lo que demuestra la necesidad de la suplementación mineral en las granjas ecológicas. Coonan et al., (2002) informaron de que los suplementos de minerales y oligoelementos son una parte esencial de la alimentación del ganado lechero ecológico. Además, se constató que las granjas ecológicas podrían sufrir riesgos de deficiencias de ciertos minerales como son Cu, Zn, Se y I. Del mismo modo, en un estudio reciente en el ganado de carne ecológico en el noroeste de España, se observó que los animales que recibieron una dieta con alto contenido de forraje y sin suplementación mineral sufrían deficiencias de ciertos elementos. Estas deficiencias no se observaron en las granjas tradicionales colindantes que recibieron dietas suplementadas (Blanco-Penedo et al., 2009). Además, las deficiencias de minerales o desequilibrios pueden ser exacerbados en momentos en que los recursos naturales de la granja no son capaces de garantizar un nivel nutritivo adecuado. La agricultura convencional tiene numerosas herramientas para hacer frente a estas situaciones (fertilización, alimentación complementaria en invierno, o uso de fármacos en el control de parasitosis) pero en los sistemas ecológicos la mayoría de estas prácticas agrícolas no están permitidas o son económicamente inviables, lo que 
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2.1. Definición y características Las algas son organismos unicelulares o pluricelulares que pertenecen al reino vegetal con una estructura sencilla y que dependen del agua para su desarrollo, por lo que habitan en medio marino, aguas dulces y también en lugares húmedos, si bien, es en el mar donde aparece una mayor diversidad de especies. Estos vegetales marinos están menos evolucionados que los vegetales terrestres en los que se observan diferencias en cuanto a organización y estructura. Probablemente la diferencia principal entre las algas y las plantas superiores más complejas, sea la producción de gametos. La mayoría de las especies son capaces de sintetizar oxígeno, a partir del CO2 por medio de la fotosíntesis gracias a la presencia en las células que contienen clorofila, un pigmento de color verde que se encuentra en el interior de los cloroplastos y permite, en un complejo proceso fotoquímico, transformar la energía lumínica en energía química.  Las algas son organismos vegetales autótrofos, es decir, poseen pigmentos asimiladores de luz y absorben los nutrientes directamente desde el agua. Las sales minerales y otras sustancias nutritivas pueden entrar por cualquier parte de su estructura. Estos nutrientes se transformarán en sustancias de reserva y servirán para la renovación y mantenimiento de sus tejidos. Sus células no forman verdaderos tejidos o agrupaciones celulares especializadas en la realización de una misma función. Los tejidos no se desarrollaron porque las sustancias nutritivas son transportadas en el agua a todas las células del alga sin necesidad de tejidos conductores. Tampoco son necesarios los tejidos de sostén ya que se mantienen erguidas porque la gravedad dentro del agua no actúa sobre ellas (Incera-Filgueira et al., 2011). 
2.2. Tipos de algas. Las algas bentónicas Las algas marinas bentónicas, que viven sobre los fondos marinos sujetas al sustrato, pertenecen a cuatro divisiones dependiendo del pigmento predominante en sus células al cual deben su color. Además de presentar una muy variada morfología y tamaños incluso dentro de la misma especie, pueden mostrar tonalidades variables según las proporciones de los pigmentos. Estos fenómenos que se producen con más frecuencia en las algas rojas, son una respuesta a las distintas intensidades de la luz a diferentes profundidades y también a las características del agua. Podemos encontrar algas azules o cianobacterias, algas verdes, algas pardas y algas rojas.  
Algas azules o cianobacterias (División Cyanophyta)  Las algas azules son organismos microscópicos con estructura y pared celular. Son similares a las bacterias Gram negativas en cuanto a la bioquímica que presentan y el tipo de ribosomas. Debido a la ausencia de bacterioclorofila, por presentar clorofila A, además de liberar oxígeno en condiciones aeróbicas normales, se asignaron al reino vegetal como “algas verde azules”. Son en su mayoría unicelulares aunque pueden presentarse en forma de colonias y filamentos simples o con ramificaciones. Son procariotas, es decir, sus células no presentan un sistema de membranas. Carecen de mitocondrias, cloroplastos y vacuolas. 
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Algas verdes (División Chlorophyta)  En algunos casos las algas verdes pueden ser unicelulares, pero la mayoría de las especies marinas son macroscópicas. Las pluricelulares pueden organizarse formando talos de aspectos muy diferentes: filamentosos simples o ramificados, laminares o cenocíticos. Los pigmentos más abundantes en este tipo de algas son la clorofila A y B, α y β carotenos así como también las xantofilas. 
Algas pardas (División Phaeophyta)  Las algas pardas son siempre pluricelulares y prácticamente marinas en su totalidad. Presentan desde pequeños talos filamentosos microscópicos hasta los enormes tamaños de las grandes especies que forman bosques bajo el nivel del mar. Estas últimas presentan una incipiente organización de tejidos de conducción. Los principales pigmentos de este tipo de algas son la clorofila A y C, los β carotenos y las xantofilas sobre todo la fucoxantina como principal responsable del color. 
Algas rojas (División Rhodophyta)  Las algas rojas son en su mayoría pluricelulares, aunque existen algunas especies unicelulares. Esta es la división de algas marinas que alcanza mayor variedad en cuanto a diversidad en la estructura de sus talos. Los principales pigmentos de este tipo de algas son la clorofila A y D, los α y β carotenos, las xantofilas  y las ficobilinas sobre todo la ficoeritrina de color rojo y la ficocianina de color azul. 
2.3. Ecología de las algas Como todos los seres vivos, las algas ocupan una ubicación en los ecosistemas. Crecen y se desarrollan en espacios con características propias en cuánto a humedad, salinidad, luz, tipo de sustrato, corrientes de agua, mareas, oleaje, temperatura del agua, disponibilidad de nutrientes etc. Esto significa que existe una gran adaptación para todas estas variables que abarcan un gran número de especies que combinan muchos ambientes diferentes.  Las algas presentan tres tipos de distribución en función de la acción de todos estos factores (Incera-Filgueira et al., 2011): 
Distribución espacial (geográfica) La influencia de algunos factores ecológicos, principalmente luz y temperatura, en función de la latitud, provoca que cada especie tenga un área de distribución definida. 
Distribución temporal (sucesión) Las variaciones de los factores ecológicos a lo largo del tiempo, provoca la aparición de o desaparición de algunas especies según la época del año o la variación de sus límites de distribución. Aparecen cambios cíclicos en el paisaje. 
Distribución vertical (zonación) La disminución de la luz en función de la profundidad así como la oscilación de la marea, determinan la aparición de un gradiente continuo de las condiciones del medio ordenándose las algas en función de sus exigencias ecológicas. Atendiendo a esta 
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Introducción general distribución vertical podemos dividir la costa en tres grandes zonas (Incera-Filgueira et al., 2011): 
• Zona Supralitoral. A ella sólo llegan las salpicaduras de las olas y limita con las comunidades terrestres de ahí que su altura sea variable en función de lo batida que sea la zona. Dado que la falta de humedad impide la colonización de las algas es bastante pobre en número de especies ya que sus condiciones ecológicas son extremas. Existen algunas especies unicelulares que viven asociadas con hongos formando líquenes. 
• Zona litoral. Está situada entre el nivel superior en inferior de las mareas vivas y por lo tanto quedará emergida total o parcialmente dos veces al día llegando a estar completamente al descubierto en la bajamar de las mareas vivas. Los factores ecológicos actúan en esta zona con mayor intensidad de ahí que existan en ella múltiples hábitats y sea por consiguiente, la de mayor número de especies. Esta zona se subdivide a su vez en tres subzonas ya que debido al ritmo de las mareas el tiempo de emersión y por lo tanto, el que están sometidos a la desecación, insolación, cambios de salinidad etc., hace que las partes superiores e inferiores sufran con diferente intensidad la acción de estos factores ecológicos. Así tenemos la zona de litoral 
superior, medio e inferior. 
• Zona infralitoral. Es la zona que nunca queda emergida por mucho que baje la marea de tal forma que la luz es el factor más influyente para hacer posible la fotosíntesis. Otro factor importante a tener en cuenta son las condiciones del medio en el que viven las algas (Incera-Filgueira et al., 2011): 
• Temperatura. Las algas, al igual que la mayoría de los organismos marinos, tienen una temperatura crítica relacionada con su actividad reproductora. Esto implica que la distribución geográfica está totalmente determinada por este factor. La temperatura afecta principalmente a sus ciclos biológicos. 
• Luz. Los efectos de la luz sobre la biología de las algas son una consecuencia de la absorción de radiaciones de determinadas longitudes de onda por parte de los diferentes pigmentos que contienen. Estos absorben las radiaciones lumínicas y las convierten a través de la fotosíntesis en energía química. 
• Aunque la luz solar nos parece blanca, en realidad está compuesta por radiaciones de varias clases según la longitud de onda que se expresan en milimicras o en angstroms. Entre ellas está la que componen la fracción visible que incluye luz de varios colores desde roja a violeta. Estas radiaciones llegan en forma de luz (radiaciones de menor longitud de onda) y también de calor (radiaciones de mayor longitud de onda). 
• La luz solar, al llegar a la superficie del agua y dependiendo de la altura del sol y del ángulo de incidencia, se refleja. Otra parte penetra en el agua siendo absorbida, de manera que en los primeros metros tiene mucha influencia por su longitud de onda el espectro del rojo. El espectro del azul es el que abarca las mayores profundidades.  
• Uno de los pigmentos más abundantes en las algas es la clorofila que da color a las algas verdes y absorbe sobre todo las longitudes de onda del espectro rojo por lo que este tipo de algas, ocuparan los niveles superiores en la costa. Las algas pardas se 
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Tesis Doctoral Francisco Rey Crespo sitúan por debajo puesto que pueden absorber radiaciones intermedias y  por último y a más profundidad estarían las algas rojas que absorben el espectro del azul. 
• Todo esto se traduce en la aparición de la sucesión: algas verdes, pardas y rojas desde el nivel superior al inferior de la zona costera. Sin embargo, esta estratificación es solamente teórica, de hecho, la naturaleza presenta numerosas variaciones por la influencia de otros muchos factores. 
• Sustrato. Dentro de la amplia variedad de especies, la mayoría necesitan un soporte para crecer y desarrollar su ciclo vital. También existen muchas especies que no lo necesitan y simplemente flotan en el agua de la que absorben los nutrientes que necesitan.  El sustrato presente en una zona va a ser un factor determinante en la distribución de las algas bentónicas. El medio rocoso es prioritario para la fijación ya que en los fondos sedimentarios, pocas especies pueden asentarse debido a que su inestabilidad impide una sujeción correcta. 
• Salinidad del agua. La mayoría de las algas no son muy exigentes en cuanto a la salinidad cuando las variaciones no son extremas. Existen especies de algas que soportan pequeñas concentraciones de sales, se llaman estenohalinas y otras especies eurihalinas que soportan mayor cantidad como son las algas más expuestas directamente al sol en donde al haber una evaporación intensa, la concentración de sal aumenta. 
• Las mareas y el perfil de la costa. En función del perfil de la costa, se van a dar diferentes condiciones relacionadas con el flujo y reflujo de las mareas. Así se pueden agrupar las costas en función del grado de exposición al oleaje: las costas expuestas, son aquellas zonas de acantilados en los cuales el mar bate con fuerza como ocurre en las partes externas de las rías. Las olas alcanzan vario metros por lo que la zona supralitoral es muy ancha. La zona litoral presenta abundantes especies calcáreas capaces de soportar el impacto de las olas. 
• Las costas semiexpuestas son aquellas en las que las olas no rompen con tanta fuerza por lo que suelen estar situadas en las partes intermedias de las rías. La zona supralitoral ya no es tan ancha debido a que las olas impactan con menor fuerza. Las 
costas protegidas, se presentan en lugares rodeados de grandes rocas en los cuales las olas llegan muy debilitadas y también en el interior de las rías donde los sustratos son diferentes ya que aparecen sedimentos de arena y fangos así como también aparecen cambios en las concentraciones de sal provocadas por las desembocaduras de los ríos. Las salinidades llegan a ser tan bajas que condicionan totalmente las especies presentes. En las zonas protegidas la zona supralitoral es muy estrecha ya que el oleaje está fuertemente atenuado. 
2.4. Funciones de las algas en el medio Desde la aparición en la tierra de los primeros organismos fotosintéticos, se puso en marcha la maquinaria bioquímica que mantiene la dinámica ecológica tal y como hoy la conocemos. Las primeras algas, las más sencillas unicelulares con presencia de pigmentos han sido la base del desarrollo de otras muchísimas especies tanto en el medio acuático como en el terrestre. La fotosíntesis les permitió sintetizar materia orgánica, base de la alimentación de todo ser vivo, a partir de compuestos inorgánicos y a la vez supuso un aporte de oxígeno que en ese momento evolutivo, generó un cambio radical en la 
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Introducción general composición de la atmosfera primitiva y condicionó los siguientes pasos de la evolución. Entre esos primeros organismos están las algas más primitivas que presentan una constitución unicelular muy simple, sin núcleo (procariota). Son las conocidas como algas verde-azuladas o cianofitas. En una atmosfera rica en oxígeno y hace unos 1400 millones de años, el siguiente paso evolutivo fue la formación de un sistema celular completo, con núcleo verdadero (eucariota) que ya lo presentan tanto las algas unicelulares como las pluricelulares. Han tenido que pasar 700 millones de años más para que se desarrollaran las grandes algas y 300 más para la aparición de las algas verdes que colonizaron los medios acuáticos y el medio terrestre. Aun así, las algas son los vegetales menos evolucionados. Las algas unicelulares constituyen el denominado fitoplacton que vive en aguas superficiales y supone en buena medida, la base de toda la cadena alimenticia marina, se catalogan pues como productores primarios. Si a nivel mundial se compara la productividad primaria del medio marino con el medio terrestre, se obtienen unos valores medias de 100 g C/m2 al año en el mar frente a los 300 g en la tierra. Sin embargo, existen ciertas áreas marinas con una productividad superior a la de cualquier ecosistema terrestre no cultivado. Las algas, mediante la fotosíntesis y como cualquier otra planta, fijan CO2 contribuyendo a disminuir su concentración atmosférica y por lo tanto, reducen el llamado “efecto invernadero” que provoca un progresivo aumento de la temperatura de la tierra. Por otra parte, desprenden O2, que es consumido por todos los seres vivos para respirar. Esta propiedad las convierte en elementos fundamentales en la purificación de aire ayudando a reciclar materias primas. Además las algas son fuente de alimento y refugio para múltiples especies de peces, crustáceos y muchos otros organismos que tienen sus ciclos vitales y reproductivos condicionados a los de las algas que aparecen en los medios que habitan. Cabe destacar también la asociación de estas plantas a una serie de bacterias con las que viven en estrecha relación de modo que cada alga tiene una microflora particular. Esta relación es específica y simbiótica en gran medida ya que las algas que producen oxígeno y compuestos orgánicos, pueden ser utilizadas por las bacterias y estas contribuyen a la mineralización de la materia orgánica aportando sales minerales y CO2 que necesitan las algas para su desarrollo. Así en las algas verdes, destacan las bacterias con capacidad celulolítica, es decir, degradan la celulosa que es el principal componente de estas algas. En las algas pardas dominan las bacterias alginolíticas, mientras que en las asociadas a las rojas predominan las que pueden asimilar el agar. Los géneros de bacterias más frecuentemente asociados son Pseudomonas, Alteromonas, Vibrio, Xanthomonas, 
Achromobacter, Flavobacterium y Micrococcus. También tienen las algas capacidad de captar metales pesados en sus tejidos por lo que sirven también como “bioindicadores de contaminación ambiental” y es un dato a tener en cuenta en las algas que se utilizan para alimentación humana y animal (EFSA, 2005b, 2008; García-Sartal et al., 2012), de tal forma que para evitarlo, la recolección debe proceder de lugares que reúnan condiciones óptimas en cuanto a salubridad de las aguas. Del mismo modo, durante su procesado, también debe extremarse las medidas higiénicas 
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2.5. Las algas en el contexto de Galicia Galicia tiene, por su localización geográfica, especial orografía y sus elevados kilómetros de tierra expuesta al mar, unas condiciones excelentes para que las algas de este litoral sean cualitativa y cuantitativamente, un recurso de gran repercusión económica todavía en vías de desarrollo. Esta región del noroeste de la península ibérica, representa el 35% de las costas españolas con 1750 kilómetros lineales de los cuales, el 50% es costa acantilada, un 36% es costa baja y sólo el 16% está ocupado por arenales y playas.  Aunque con diferentes biomasas, en la costa atlántica se han identificado más de 600 especies entre las que se incluyen géneros que son los que están siendo explotados actualmente en varios países de Europa con fines industriales. Por los factores que influyen en su desarrollo, luz, temperatura del agua, composición de sales minerales etc., las algas de Galicia se parecen más a las de las costas de las Islas Británicas o de la Bretaña Francesa que a las de las regiones más próximas como Asturias y norte de Portugal. Galicia en una región con abundancia y diversidad de especies marinas y con tradición de la recolección de algas a su llegada a la costa después de los temporales, para su utilización como fertilizante (corregir el pH del suelo), e incluso como alimento para el ganado (López-Mosquera et al., 2011). La diversidad y abundancia de las algas gallegas está más que justificada con la composición de las aguas debido a unas especiales condiciones oceanográficas. En la actualidad sabemos que un hecho natural de gran relevancia se produce durante el verano de tal forma que una masa de agua profunda emerge a la superficie arrastrando enormes cantidades de nutrientes y sales minerales desde el fondo provocando un gran enriquecimiento global y un enfriamiento de las aguas superficiales en el momento en el que la radiación solar es la más adecuada para el desarrollo de la flora marina. Este fenómeno de afloramiento de aguas profunda se denomina “up welling” explicaría en parte las semejanzas entre la flora algal gallega y las británicas y francesas, así como la proliferación en nuestras costas de grandes campos de laminarias y otras especies de enorme valor ecológico y económico. Las distintas especies muestran fronteras térmicas que limitan realmente su expansión, pero lo que sí existe es la adaptación y por supuesto el intercambio de ubicaciones como se demuestra en las algas que han colonizado nuestras costas siendo de origen oriental la mayoría de los casos. Este esparcimiento es fruto del mercado mundial existente alrededor de organismos vivos que permiten la comunicación indirecta entre los grandes océanos. No obstante, en el caso de Galicia, su riqueza algal es superior a la existente entre sus límites naturales que están en el norte de Portugal y las costas de Asturias.  De las casi 30.000 especies de algas que se conocen en todo el mundo, menos de 20 de ellas constituyen el 90% de la biomasa explotada como materia prima en alimentación, obtención de ficocoloides, elaboración de piensos compuestos, fertilizantes, medicamentos, cosméticos etc. No obstante, este número se eleva hasta 500 si consideramos todas las especies a las que se le conoce alguna aplicación. 
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Introducción general En Galicia existe una gran diversidad algal y están presentes entre ellas más de 60 especies interesantes por sus propiedades de cara a su utilización. Atendiendo a criterios de explotabilidad, es decir, demanda existente, biomasa presente en las costas gallegas, facilidad para su recogida, infraestructura para su transformación y comercialización entre otros, destacamos (Ferreiro et al., 1993): 
Algas verdes: 
• Ulva rigida (lechuga de mar), más abundante en zonas protegidas que expuestas y que además soporta bien la presencia de agua dulce. Se emplea para abonar tierras y su recolecta se hace en muchos casos para evitar el ahogamiento de distintos bivalvos cultivados. Se utiliza también como especie indicadora de contaminación, así como en investigación para obtención de metano y de celulosa. 
• Enteromorpha intestinalis, E. compressa y E ramulosa, son especies muy comunes, se encuentran en el litoral medio y superior de costas protegidas y estuarios. En Galicia apenas se explotan a pesar de ser muy abundantes. En otros países sobre todo Japón, se usan para la elaboración del “nori verde” muy apreciado para ensaladas. También se utilizan como indicadores de contaminación y en el tratamiento de aguas residuales. 
Algas pardas: 
• Ascophyllum nodosum, necesita áreas rocosas protegidas como el interior de las rías o zonas de estuarios en las cuales soporta niveles de agua dulce. En Galicia se explota para la extracción de alginatos con muchas aplicaciones industriales en medicina, cosmética, alimentación, tintes en el sector textil etc. También es utilizada como abono en las zonas costeras. En otros países se utiliza como complemento en la alimentación de ganado y aves de corral, así como en la elaboración de harinas para la talasoterapia. 
• Fucus spiralis, F. vesiculosus, son especies perennes con amplia distribución en Galicia llegando a ser dominantes o codominantes. Habitan preferentemente en la zona intermareal superior de las costas semiexpuestas o protegidas, incluso en estuarios compartiendo hábitat con A. nodosum. Su exposición es escasa o artesanal siendo la utilización agrícola la más frecuente. También aunque en escasa cuantía, se usa para alimentar ganado y extracción de alginatos. Existe también investigación abierta en cuanto al estudio de ciertos compuestos aislados con propiedades anticoagulantes, antivirales y antitumorales. 
• Fucus serratus, es también perenne y está distribuida en la zona intermareal inferior y también en la parte superior infralitoral de lugares protegidos o semiexpuestos. Se utilizan para abono, alimentación animal, cosméticos y producción de alginatos. 
• Himanthalia elongata (espagueti de mar), con una distribución geográfica en costas expuestas en el intermareal medio e inferior y también en el infralitoral superior. Se emplea tradicionalmente en Galicia mezclada con otras especies como abono para el campo. Tiene grandes propiedades nutricionales y culinarias siendo conocida como la 
judías del mar o espagueti de mar. Es muy abundante en nuestras costas y su explotación está en auge. 
• Laminaria ochroleuca, L. hyperborea (kombu), son perennes y alcanzan gran tamaño. Ocupan la franja infralitoral de las costas expuestas o semiexpuestas. En Galicia, junto con la Saccorhiza polyschides (sacorriza), forma extensos bosques subacuáticos sobre 
27 
Tesis Doctoral Francisco Rey Crespo fondos rocosos en profundidades entre 7 y 18 metros. Se utilizaron tradicionalmente como abono, en la actualidad se usan básicamente para la producción de alginatos y aditivos para la alimentación.  
• Laminaria saccharina o Saccharina latissima (kombu dulce), habita la franja inferior de la intermareal e infralitoral de zonas semiexpuestas y protegidas donde exista un sustrato rocoso-arenoso. Como el resto de laminarias se utiliza para abonos, alimentación de ganado, extracción de alginatos y en la industria. Actualmente es cada día más apreciada por sus cualidades organolépticas ya que tiene un agradable sabor dulce. 
• Undaria pinnatífida (wakame), de origen japonés, está presente en Galicia desde el año 1990 introducida probablemente con la importación de ostras francesas, se encuentra con preferencia sobre sustrato artificial en bateas de distintas rías. Es muy apreciada por sus cualidades gastronómicas y nutricionales. De textura muy agradable y excelente sabor, su mercado es cada día más amplio. 
Algas rojas: 
• Mastocarpus stellatus (mastocarpus), está ampliamente distribuida por la costa gallega en la zona intermareal media e inferior en zonas expuestas o semiexpuestas tolerando variaciones de salinidad y muy sensible a la contaminación. Es una de las especies más explotadas en Galicia y su principal aplicación es la obtención de carragenina. 
• Chondrus crispus (musgo de Irlanda), es una especie perenne de gran importancia industrial que también se explota en Galicia. Es dominante o codominante a lo largo de toda la costa gallega prefiriendo zonas expuestas desde la intermareal inferior hasta los primeros metros de la infralitoral. Su uso más frecuente es la obtención de carraginatos.  
2.6. Las algas como recurso Las algas representan una parte cada vez más importante de los recursos marinos explotados en nuestro planeta. De hecho, cada año se recogen en el mundo 11,3 millones de toneladas de algas frescas, con un valor de 5.700 millones de dólares. El 75% de esta producción tienen lugar en los países asiáticos como Corea, China y Japón y se destinan principalmente a la alimentación. Según la FAO, en Europa, la producción de algas representa aproximadamente el 10% de la producción mundial, y este porcentaje aumenta con los años (McHugh, 2003). En el mundo, se cultivan unas 220 especies, sin embargo el 94,8% de la producción de algas se concentran en seis géneros principales, Laminaria (Kombu, 40,1%), Undaria (Wakame 22,3%), Porphyra (Nori, 12,4%), 
Eucheuma/Kappaphycus (11,6%) y Gracilaria (8,4%) y sólo cuatro géneros (Laminaria 47,9%, Porphyra 23,3%, Undaria 17,7% y Gracilaria 6,7%), totalizan el 95,6% del valor económico (McHugh, 2003; Bourgougnon et al., 2011). Las aplicaciones alimentarias directas representan el principal mercado mundial en valor y volumen (76,1% del tonelaje y 88,3% del valor económico). Es evidente que estas cifran son muy elevadas debido al importantísimo volumen de consumo directo de los países del sudeste de Asia en los que las algas están presentes en la alimentación humana desde hace milenios y además, son un producto muy apreciado por los consumidores (Bourgougnon et al., 2011). 
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Introducción general Las algas tienen infinidad de aplicaciones en alimentación humana y animal, en medicina, farmacología, cosmética, en investigación como soportes de diversos cultivos, abonos y fertilizantes, colorantes, pinturas, betunes, pastas dentífricas, aprestos, impermeabilizantes, también como bioindicadores de contaminación, purificadores de aguas residuales, etc. (García-Sartal et al., 2012).  Las aplicaciones de tipo “hidrocoloide”, con un 11,2% del tonelaje y un 10,8% del valor económico, constituyen la segunda utilización más importante. Los hidrocoloides más importantes explotados en la industria son el alginato, la carragenina y el agar. Se trata de polisacáridos con propiedades texturizantes específicas (espesamiento, gelificación, estabilización) tienen numerosas aplicaciones en la industria, de las cuales el 75% es como aditivos en la industria alimentaria. Un sector emergente es el de los complementos alimentarios (10,8% del tonelaje y un valor estimado del 0,9%) (FAO, 2004; Chopin y Sawhney, 2009; García-Sartal et al., 2012).  Por otra parte, el sector de la cosmética marina se desarrolla desde hace dos décadas con el uso de hidrocoloides como agentes texturizantes. Más recientemente se han incorporado extractos de algas a los productos cosméticos debido a sus principios activos (Bourgougnon et al., 2011).  Otra aplicación importante, además de la alimentación humana y animal es la aplicación como fertilizantes, de hecho este es uno de los principales usos desde muy antiguo, asociado sobre todo al aporte mineral a los suelos. 
2.7. Las algas en la alimentación humana Las algas comestibles, tienen a sus espaldas una larga historia como parte de las dietas alimentarias de las culturas asiáticas. Sin embargo, en la mayoría de los países europeos el entorno marino representa un inmenso recurso cuyo potencial no ha sido explotado hasta la fecha en su totalidad como fuente de materias primas para la producción de componentes bioactivos destinados a servir como ingredientes de alimentos, tanto para el hombre como para los animales.  Como uso directo en la alimentación humana, el empleo de algas está datado en miles de años atrás en poblaciones indígenas americanas y también en países asiáticos. Los registros más antiguos de su aprovechamiento datan de 14.000 años A.C. Se han encontrado restos de algas al excavar el hallazgo de una cabaña de un chamán en Monte Verde, Chile (Dillehay et al., 2008). En occidente se fue imponiendo en zonas costeras de escasos recursos agrícolas. Si preguntásemos en una encuesta a cualquier persona si consume algas, probablemente la mayoría asegurarían no haberlas consumido nunca. Sin embargo, esto no es del todo cierto, se estima que cada ciudadano occidental consume al año aproximadamente los ficocoloides (carreginatos, agar y alginatos) contenidos en un kilogramo de algas ya que son muy empleados en la elaboración de gran cantidad de productos de alto consumo como helados, yogures, salsas, margarinas, licores, zumos, etc. Los ficocoloides son moléculas de gran tamaño que actúan como espesantes, gelificantes y estabilizantes de suspensiones y emulsiones al tiempo que carecen de sabor, olor y color además de ser solubles en agua y compatibles con la mayoría de los alimentos. En el campo de la 
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Tesis Doctoral Francisco Rey Crespo nutrición se utilizan como aditivos alimentarios de origen natural para mejorar características organolépticas como textura, consistencia, masticabilidad, aspecto, etc. Estos compuestos se extraen de las algas mediante distintos procesos industriales, base de un sector en continua expansión que actualmente transforma nueve de cada diez partes de las algas desembarcadas en los países occidentales (Llera y Alvarez, 2007).  
2.7.1. Potencial nutritivo de las algas Las algas marinas son ricas en una amplia gama de aminoácidos, oligoelementos y vitaminas (Jiménez-Escrig y Goñi, 1999; Chowdhury et al, 1995). Las algas también contienen polisacáridos bioactivos, carotenos, fucoidanos, tocoferoles y ácidos grasos insaturados con propiedades antioxidantes, actividad antimicrobiana e inmunomoduladoras (Allen et al, 2001; Dierick et al, 2009). Las algas pueden ser incluidas en dietas normales y en dietas especiales como complemento o aporte específico. En general y salvando las diferencias entre especies, podemos decir que tienen en composición un 53% de hidratos de carbono, un 25% de minerales y un 20% de proteína (Bourgougnon et al., 2011). Las algas encajan perfectamente en el grupo de alimentos que hoy en día, en las sociedades sedentarias, recomiendan todos los especialistas en nutrición, alimentos con alto contenido en fibra, con baja cantidad de grasas y con pocos azúcares asimilables y rica en proteína y antioxidantes. Actualmente, en América del Norte y en Europa, algas como la Ulva lactuca, Laurencia 
pinnatífida o Palmaria palmata, son consumidas en ensalada o como condimento, sin embargo, lo que está contribuyendo realmente a aumentar su importancia es su aparición en tiendas especializadas de productos dietéticos. De todas formas, en esta parte del mundo, las algas no dejan de tener un papel secundario. Por el contrario, Japón, China y Corea, son países en los que las algas tienen un papel muy importante en la alimentación de la población y son vendidas tradicionalmente secas con el nombre de Nori, Kombu, Wakame y su consumo va en aumento, lo que hace de su explotación natural y de sus cultivos, una actividad en auge (Llera y Alvarez, 2007). 
• El Nori, corresponde a un producto fabricado a partir de distintas especies del género 
Porphyra, presenta un gran valor nutricional ya que tiene un 35% de proteínas, 8% de sales minerales y cantidades apreciables de vitaminas hidro y liposolubles, por lo que es muy apreciado. Desde que se conoce su ciclo vital, los cultivos han mejorado cuantitativa y cualitativamente. 
• El Kombu, corresponde a una serie de productos hechos en base al género Laminaria siendo la más utilizada la Laminaria japónica. Presenta un menor nivel proteico que el nori pero es más rico en glúcidos, sales minerales y vitaminas. China es el mayor productor de kombu del mundo. La introducción de la Laminaria japónica en sus costas fue accidental, pero hoy en día sus cultivos son muy prósperos. 
• El Wakame, corresponde a un producto procedente de las Laminarias del género 
Undaria y particularmente de la Undaria Pinnatífida. Sus poblaciones naturales son realmente insuficientes para su demanda por lo que la mayor parte se obtiene de cultivos.  
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• El Spaghetti de mar, corresponde a un producto procedente de la especie Himanthalia 
elongata de consumo cada vez mayor en todo el mundo debido a unas propiedades culinarias excelentes.  
2.7.1.1. Contenido mineral de las algas Las algas toman del mar una gran variedad de elementos minerales. Los tres grandes grupos de algas son similares en cuanto a la cantidad de minerales. No obstante, se puede apreciar una ligera ventaja en las pardas y rojas (hasta el 36% de la materia seca) frente a las verdes (30% de la materia seca). La composición mineral es variable, supone entre el 10 y el 36% del peso seco y está muy relacionada con la del agua de mar donde habiten. Esta observación tiene un contrapunto importante, ya que así como asimilan macro y microminerales del agua, es decir los elementos del medio, también entre ellos pueden estar metales pesados, como el arsénico, por lo que es preciso cuidar al máximo la salubridad de las aguas en las que se cultivan o se recogen para que las concentraciones de estos parámetros no sobrepase ciertos límites (EFSA, 2005b, 2008; Romaris-Hortas et al., 2010; Bourgougnon et al., 2011; García-Sartal et al., 2012).  Las algas son ricas en minerales, además de macroelementos como sodio, calcio, magnesio, azufre, potasio, cloro y fósforo, encontramos igualmente una gran cantidad de oligoelementos esenciales como yodo, hierro, zinc, cobre, selenio, molibdeno, flúor, manganeso, boro, níquel y cobalto (Bourgougnon et al., 2011). Sin duda alguno, el yodo es el principal mineral que aportan las algas; teniendo en cuenta que en el mundo hay 1.500 millones de personas que sufren deficiencia de yodo con una prevalencia de bocio de un 12,6%, el interés del alga como aporte ocasional de yodo en la alimentación o como ingrediente suplementario es más que evidente. Las algas pardas son las más ricas en este mineral, así las especies de laminarias y fucales, pueden acumular, respectivamente, de 1.500 a 8.000 ppm y de 500 a 1000 ppm de yodo (peso seco). Con algunas excepciones, el contenido de yodo en las algas rojas y verdes es inferior (de 100 a 300 ppm en peso seco) (Bourgougnon et al., 2011).  El calcio es otro mineral importante, de hecho las algas constituyen una de las fuentes vegetales de calcio más importantes con niveles que pueden alcanzar el 7% de la materia seca en el caso de las macroalgas. Y algunas algas en concreto, como la Lithothamnium 
calcareum o maërl, que tiene las paredes impregnadas de carbonato cálcico puede llegar a portar del 25 al 34% de calcio. Palmaria palmata y Undaria pinnatifida contienen una cantidad de calcio 20 veces superior que la leche, asociadas a grandes cantidades de potasio y magnesio que ayudan a su asimilación. La Ulva lactuca contiene el doble de hierro que el germen de trigo y 12 veces más que las lentejas. Las algas además, contienen una cantidad de magnesio de 5 a 10 veces superior que el germen de trigo. Todas las categorías de algas son líderes en cuanto al aporte de magnesio, de tal forma que una cantidad de 5 gramos en peso seco aporta el 100% de las necesidades diarias (Bourgougnon et al., 2011). 
2.8. Uso de algas en la alimentación y en la producción animal Desde hace muchos siglos, las poblaciones costeras de muchas regiones de todo el mundo, han utilizado las algas para diversas actividades relacionadas con la agricultura y la ganadería.  
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2.8.1. Algas como fertilizantes Los terrenos dedicados a la agricultura han sido abonados con algas recogidas en las costas y dejadas por el mar en las playas y acantilados (López-Mosquera et al., 2011). Estas algas se conocen con el nombre de arribazón, y está compuesto principalmente por gran cantidad y variedad de algas pardas y rojas. Ocurre a lo largo del año de forma periódica sobre todo durante los meses de otoño e invierno coincidiendo con el peor estado del mar y durante las grandes mareas en las cuales, la fuerza del mar y la actividad de peces y moluscos que debilitan a las plantas en sus fijaciones al sustrato, hacen que éstas se desprendan y el mar las arrastre. Los arribazones suelen pertenecer a la zona infralitoral por lo que las algas verdes que pertenecen a la zona litoral superior suelen ser escasas. Como se puede deducir, los arribazones son muy diferentes en su composición dependiendo de las especies predominantes, por lo tanto, de cara a su posible utilización agrícola, aportarán distintos perfiles de nutrientes al terreno donde se utilicen como abono orgánico (Llera y Alvarez, 2007). Las algas así utilizadas, aportan al suelo importantes cantidades de sales minerales, pero además también añaden materia orgánica que contribuye a mejorar la estructura del suelo ya que tienen la capacidad de retener agua y facilitan de esta manera, la absorción de nutrientes por parte de las plantas. Su composición con respecto a la de un abono orgánico de origen animal es muy similar en cuanto a materia orgánica y nitrógeno, pero existen diferencias en las cantidades de potasio, en las que las algas presentan mayor cantidad y menor en la cantidad de fósforo. También aportan oligoelementos al suelo como hierro, manganeso, cobre, zinc, cobalto, molibdeno y boro que son necesarios para el buen desarrollo de los cultivos. Pero lo que realmente es importante de los abonos orgánicos es la biodisponibilidad de los nutrientes que lo componen, ya que es determinante para el aprovechamiento por parte de los vegetales. Algunas de las sustancias que componen las algas, son moléculas complejas que sólo estarán disponibles para ser asimiladas después de la acción de microorganismos provocando su descomposición. En este aspecto tiene mucha importancia la especie ya que existen muchas diferencias debido probablemente a su composición en polifenoles ya que éstos, retrasan la acción descomponedora de bacterias y hongos y con ella, la liberación de nutrientes al medio (Llera y Alvarez, 2007).. Tenemos aquí, antes del amplio desarrollo de la industria de las algas en la nutrición de distintas especies, la primera relación importante entre las algas y alimentación animal ya que, como hemos visto, de la composición de estos abonos, dependerá la composición de los pastos y otros cultivos dedicados a nutrir el ganado.  
2.8.2. Algas como alimento (fuente de minerales)  
2.8.2.1. Historia Históricamente, uno de los aspectos más difíciles de la cría de los animales fue sin duda la falta de alimentos durante el invierno. Tradicionalmente en Europa y todavía en la actualidad, muchos ganaderos de las zonas costeras, llevan a sus ovejas a las playas y costas donde aparecen los arribazones para que los animales pasten. Solamente en estas zonas o en países relacionados estrechamente con el mar, las algas marinas tenían realmente cierta importancia tradicional como materia prima para alimentar el ganado. En Islandia, con largos períodos de clima adverso y, por lo tanto con escasas posibilidades de 
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Introducción general suministro de alimentos, las algas tienen una larga historia en su uso como nutrientes ya que utilizaron especies como la Palmaria palmata al menos desde el año 961 como alimento humano. Se recogen en mareas bajas, se lavan con agua dulce y se secan. Luego las envasaban en barriles o pequeños alpendres donde se mantenían secas y comprimidas para alimento humano. También las almacenaba en graneros en capas, separadas con heno para su conservación y utilización para alimento de animales y hombres cuando otras fuentes de alimentos eran escasas. Existen datos del año 1900 que demuestran que se hacían silos de algas para alimentar al ganado bovino y ovino (ver Evans y Crichley, 2014).  La recolección comercial de algas marinas para uso en las raciones de alimento para animales comenzó en Europa a principios del siglo XX y se consolidó en la década de 1930. A finales de esta década, la atención se dirigió hacia el reconocimiento del valor de los minerales que aportaban una gran variedad de algas. El hecho de que las algas contenían todos los elementos presentes en el agua de mar, promovió la creencia de que la harina de algas tenía la capacidad de prevenir en los animales, ciertas situaciones de deficiencia en donde no estaba clara la relación causa-efecto. De acuerdo con la ciencia en ese momento y tras su analítica, las algas no estaban recomendadas por la corriente principal de investigadores y nutricionistas. En una revisión de esos estudios llevada a cabo en los años 80, se concluyó que las algas marinas secas utilizadas para incluir en la ración de animales no debería sobrepasar un 10% (Chapman y Chapman, 1980). La única excepción a esta situación era incluir algas en raciones de animales con clara deficiencia de yodo y vitaminas A o B. Los resultados del uso de las algas como fuente de energía fueron negativos. Estudios con nivele de suplementación al 50% concluyeron que a este porcentaje, disminuían los índices de crecimiento con respecto a otros piensos a base de granos y forrajes de tal forma que no deben superar el 10% de la ración y el intervalo queda fijado entre el 3% y el 10%. Sin embargo, otros estudios (Neeb y Jensen 1966; Jensen 1971), “insinuaron” que la inclusión de algas proporciona un aumento de la salud, la productividad, mejora la reproducción y tiene efectos antiparasitarios (Evans y Crichley, 2014).  A partir de la década de los 50, los piensos para animales se complementaron regularmente con fuentes de minerales traza inorgánicos. Con las mejoras en agricultura y genética sobre todo a partir de los años 60, hubo un importante aumento de la productividad, y por lo tanto de las necesidades de nutrientes minerales y las harinas de algas consiguieron posicionarse como suplementación en el mercado. Se demostró además que eran más eficientes en el suministro de minerales biodisponibles que muchas fuentes inorgánicas y en la década de los 80 estaba claramente aceptada la utilización de las algas en la agricultura y en la alimentación animal (Evans y Crichley, 2014). 
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2.8.2.2. Uso actual Hasta ahora, la investigación de macro-algas en la alimentación animal se ha centrado en su valor nutritivo (composición principal y los parámetros digestivos; Carrillo et al, 2002; Costa et al, 2010) y la respuesta de rendimiento de los animales a la suplementación de la dieta, lo que claramente aprueba su utilización en la mayoría de las especies, como los cerdos (He et al, 2002; Dierick et al, 2009), aves (Pérez-Buriel et al, 1978) y rumiantes (Hansen et al, 2003; Marín et al, 2009; Mora Castro et al, 2009; Rjiba Ktita et al, 2010). Sin embargo, y a pesar del alto contenido micromineral de la mayoría de las especies de algas, su uso como suplemento mineral no se ha estudiado, a excepción del yodo.  Por otro lado, los suplementos de algas en el ganado se consideran una forma natural de aumentar el contenido de yodo en productos de origen animal, por ejemplo, los huevos (Ungelenk, 2000) o, más recientemente, la carne de porcino (He et al, 2002; Dierick et al, 2009), y proporcionar a las personas altos niveles de yodo en alimentos de áreas con deficiencia de este micromineral. Así, He et al. (2002) indican que la adición de 1.86 g de 
Laminaria digitata/kg de pienso constituye un suplemento de yodo adecuado en la dieta del ganado porcino, y permite obtener productos de origen animal enriquecidos en yodo. Asimismo, un informe de la EFSA (European Food Safety Authority) describe estudios donde la adición de 0.15% de Laminaria digitata en la dieta de gallinas ponedoras permite obtener huevos enriquecidos en yodo (EFSA, 2005a). Dierick et al. (2009) incorporan 
Ascophyllum nodosum como suplemento mineral en cerdos con el fin de obtener carne de cerdo enriquecida en yodo (Dierick et al, 2009). Los resultados de estudios en vacas que recibieron suplementos a base de algas indican efectos significativos sobre la bajada del contenido de grasa en la leche (Franklin et al., 1999; Boeckaert et al., 2008; Hostens et al., 2011). Además, Hostens et al. (2011) observaron un aumento de la producción de leche y una tendencia a aumentar el contenido de proteína en el grupo con suplemento de algas, estos resultados no se habían observado en los otros estudios anteriores, lo cual podría deberse, según estos autores, a las diferentes etapas de la lactación en los animales del experimento. De todas las especies de algas, el Ascophyllum nodosum es sin duda el más frecuentemente utilizado en alimentación animal. Su producción anual estimada en la actualidad es aproximadamente de 100.000 toneladas a nivel mundial. En algunas áreas se recoge después de los temporales en la playa (arribazón) pero normalmente, la producción comercial se cultiva en la zona intermareal en países como Canadá, Islandia, Irlanda, Francia y Noruega (Naylor, 1976).  Con esta alga se fabrica una harina de alga llamada “Tasco®”, producto patentado por la compañía Acadian Seaplants en Nueva Escocia, Canadá y ampliamente utilizado en alimentación animal (Allen et al., 2001). Una de las principales características de este producto es el elevado contenido de yodo cuyo rango varía entre 800-1000 ppm, mientras que otras fuentes comerciales de la misma alga tienen normalmente alrededor de 600 ppm. Las primeras investigaciones sobre los efectos de este producto cuando se incluyen en raciones para animales, identifican claramente cuatro beneficios para la producción animal (Allen et al., 2001). Estos efectos incluyen la resistencia a factores de estrés provocados por el transporte de los animales (Allen et al., 2001), resistencia a las toxinas 
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Introducción general producidas por los alimentos (Fike et al., 2001), resistencia al estrés térmico (Williams et al., 2009) y potenciador de la inmunidad (Saker et al., 2001). Otros beneficios de la utilización de esta harina son el aumento de la producción y la calidad de los productos animales obtenidos, es decir, la leche, la carne y la calidad de la canal además de otras mediciones (Montgomery et al., 2001; Kellog et al., 2006; Braden et al., 2007).  Estos beneficios de amplio alcance aparecen en distintas especies de animales, tanto en rumiantes (Bach et al., 2008) como en monogástricos (Wiseman, 2012) incluyendo al menos un 2% del producto a diario en la ración. La utilización de Tasco® en la alimentación de pollos mostró un aumento del crecimiento y mejora del rendimiento del sistema gastrointestinal a través de cambios histomorfológicos, lo que implica una actividad prebiótica significativa aproximadamente cinco veces más potente que un fructo-oligosacárido estándar o que la inulina utilizada como prebiótico (Wiseman, 2012). Generalmente, el concepto de prebiótico se aplica en animales monogástricos, pero principios similares son perfectamente aplicables en cuanto a la utilización de algas en rumiantes. Resultados obtenidos por Wang et al. (2008) sugieren que los prebióticos pueden alterar la microflora del rumen y además, otros componentes como los florotaninos pueden desempeñar un papel importante en la alteración de los patrones de fermentación en el rumen. Los resultados de un estudio realizados con rumiantes en los que se ha incluido Tasco® en la ración demostraron un aumento claro de la digestibilidad en un 9,8% de la materia orgánica total y un 7,7% en la digestibilidad de la proteína (Leup et al., 2005). En otro estudio realizado por Williams et al. (2009), en novillos fistulados en rumen con una bolsa de nylon, la digestibilidad del forraje se incrementó significativamente en los animales con suplementación de harina de algas Tasco®. Estos efectos están seguramente relacionados con cambios en la flora microbiana del rumen, tanto en las poblaciones como en su actividad, ya que este fenómeno fue estudiado por Ushakova et al. (2006) y demostró un aumento de metabolitos producidos por ciertas especies de bacterias probioticas como Bacillus subtilis. Este es pues un importante nuevo concepto ya que ningún sistema de formulación de alimentos calcula los aumentos de digestibilidad de las raciones de forma conjunta debidas a cambios positivos en la microflora gastrointestinal que se derivan de la inclusión de macroalgas en la ración u otros alimentos con potentes acciones prebióticas (Evans y Critchley, 2014). Estos aumentos en la eficiencia de las raciones están tomando un especial interés ya que los precios de los alimentos concentrados para animales van en aumento, debido principalmente a que los cereales compiten en la alimentación humana y en el uso como biocombustibles. Se trata pues de un área de la tecnología de los alimentos para animales a la que se dedicarán muchas investigaciones que darán lugar a importantes descubrimientos. Numerosos estudios de investigación han descubierto que alimentar a los animales con Tasco R, se reduce significativamente la excreción de patógenos que intervienen en la salud y la seguridad alimentaria lo que implica que podría ser una gran herramienta para el futuro. Todo apunta a que el uso de macroalgas en la alimentación animal es una alternativa natural y eficaz para reducir el uso de promotores del crecimiento que son antibióticos utilizados a niveles subterapeúticos sin el riesgo a desarrollar resistencias (Evans y Critchley, 2014). 
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Tesis Doctoral Francisco Rey Crespo Por ultimo señalar que uno de los inconvenientes que plantea el uso de algas como suplementos minerales en la dieta animal es su contenido potencialmente alto de metales tóxicos, en particular, arsénico y mercurio (EFSA, 2005b, 2008; García-Sartal et al., 2012), por lo que se necesitan estudios que proporcionen un análisis detallado de las concentraciones de metales tóxicos en las distintas especies para verificar que se encuentran dentro de los límites máximos legales establecidos por la UE para piensos.     
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Objetivos       El objetivo general de esta Tesis Doctoral se centra en evaluar la posibilidad de emplear macroalgas marinas procedentes de las costas gallegas como fuente de minerales. Para ello se desarrollarán los siguientes objetivos concretos:  
1. Establecer el perfil mineral del ganado vacuno lechero en España y evaluar si existe diferencia entre los sistemas ecológicos y convencionales mediante el uso de análisis quimiométricos. 
2. Llevar a cabo lo que creemos que es el primer estudio sobre las concentraciones de elementos esenciales en la leche de granjas ecológicas en el norte de España comparándolos con la producción en convencional. Debido a la gran importancia para la nutrición humana, los principales residuos de metales tóxicos en la leche también fueron analizados. 
3. Establecer la composición mineral (elementos tóxicos y esenciales) en algas de la costa gallega (noroeste de España) y realizar un suplemento mineral a base de algas con capacidad para incrementar los niveles minerales, principalmente yodo y selenio, en los animales. 
4. Evaluar la viabilidad de la utilización de las algas marinas de la costa gallega como una fuente de minerales, principalmente yodo, y también otros microminerales, en vacas de leche en producción ecológica. El objetivo principal es evaluar la respuesta animal al suplemento con algas midiendo los niveles de minerales en sangre y en la leche. Debido al contenido de metales potencialmente tóxicos en las algas (en especial arsénico y mercurio, EFSA, 2005b, 2008) se valorarán también los niveles de metales tóxicos. 
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Resumen El objetivo de este trabajo fue establecer el perfil mineral del ganado lechero en España y evaluar la diferencia entre los sistemas ecológicos y convencionales mediante el uso de análisis quimiométrico. Se analizaron 14 elementos (As, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Hg, I, Mn, Mo, Ni, Pb, Se y Zn) en 522 muestras de sangre de ganado (341 de ecológicas y 181 de las granjas convencionales) por Espectroscopía de Masas con Fuente de Plasma Acoplado (ICP-MS) o Espectroscopía de Emisión con Fuente de Plasma Acoplado (ICP-OES). Al igual que en otros países europeos, en España se observaron deficiencias de Se, Cu y I, tanto en el ganado ecológico como en convencional y el porcentaje de deficiencia fue significativamente mayor en las explotaciones ecológicas. El análisis con técnicas quimiométricas mostró una clara separación natural entre los animales de explotaciones ecológicos y convencionales, observándose una transición de ecológico a convencional con pastoreo e intensivo. Mientras que en los sistemas convencionales las concentraciones de elementos esenciales son generalmente elevadas y equilibradas ya que los minerales los aporta el concentrado, en las explotaciones ecológicas, la ingestión de suelo determina el estado en oligoelementos del animal. Esto hace que el conocimiento general de la suplementación mineral de la agricultura convencional no puede extrapolarse directamente a la ecológica, y se debe dar especial atención a la contribución particular de la ingestión de suelo durante el pastoreo y/o a la contaminación del forraje con suelo. En los sistemas ecológicos, si fuera necesario corregir las deficiencias minerales, se debe hacer adaptado a las condiciones particulares de la granja para evitar interacciones minerales.  Palabras clave: vacuno de leche, minerales, ganadería ecológica; ganadería convencional; análisis quimiométrico 
1. Introducción Los oligoelementos o elementos traza son esenciales en la nutrición humana y animal. Los signos clínicos asociados a deficiencias de elementos traza están bien descritas en ganado vacuno (Suttle, 2010) y se relacionan con numerosas patologías productivas, reproductivas y neonatales. El estado de oligoelementos es altamente dependiente de la ingesta alimentaria y estudios recientes demostraron que las deficiencias en vacuno son más frecuentes cuando los animales no están suplementados con concentrados y/o mezclas minerales (Blanco-Penedo et al., 2009, Guyot et al., 2009), además estas deficiencias están estadísticamente relacionadas con una mayor prevalencia de la enfermedad en el rebaño (Guyot et al., 2009).  En los sistemas convencionales con alimentación a base de concentrados, se suplementa regularmente con minerales muy por encima de las necesidades fisiológicas con independencia del contenido de minerales en las materias primas. Esto se debe a que los suplementos minerales son relativamente baratos y la mayoría de los elementos traza tienen grandes márgenes de seguridad, por lo que los beneficios superan ampliamente los costos (López-Alonso, 2012). Por el contrario, en la agricultura ecológica el uso de alimento concentrado es muy limitado (al menos el 60% de la alimentación debe ser forraje fresco o conservado) y la suplementación mineral está autorizada únicamente en casos muy concretos (Reglamento (CE) 2008), lo que puede conducir a algunas 
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Capítulo 1 deficiencias minerales (Blanco-Penedo et al., 2009). No obstante, la ingestión de suelo asociada al pastoreo ha demostrado que aumenta el nivel de algunos oligoelementos e incluso puede favorecer la acumulación de elementos tóxicos (Blanco-Penedo et al., 2009). Un estudio reciente de los niveles de minerales en leche de ganaderías ecológicas del norte de España (Rey-Crespo et al., 2013) señaló que tenía un nivel de minerales traza (especialmente de yodo) significativamente inferior en comparación con la leche de ganaderías convencionales, lo que puede tener importantes consecuencias para el consumidor (Bath et al., 2012). También indicó que las dietas de algunas granjas ecológicas tenían bajos niveles de minerales traza lo que podría conllevar deficiencias de minerales en el animal.  Los análisis quimiométricos se han utilizado ampliamente para estudiar matrices de datos con el fin de extraer información útil. Diferentes técnicas quimio-métricas (tales como el Análisis de Componentes Principales (ACP), Análisis de Conglomerados o Cluster (AC), y diversos procedimientos de reconocimiento de patrones) se han aplicado al contenido de minerales en diferentes tipos de muestras con el fin de estimar la calidad, así como el origen geográfico de una gran variedad de productos, incluyendo vino (Rebolo et al, 2000), destilados alcohólicos (Iglesias-Rodríguez et al, 2010), miel (Latorre et al, 2000), patatas (Herrero-Latorre et al, 2013) y leche de vaca (Sola-Larrañaga y Navarro-Basco, 2009). Estas técnicas quimio-métricas aplicadas a las concentraciones de minerales en sangre de ganado vacuno podrían proporcionar un enfoque interesante y prometedor para identificar perfiles de minerales en diferentes sistemas de producción.  El objetivo de este trabajo fue establecer el perfil mineral del ganado vacuno lechero en España y evaluar si existe diferencia entre los sistemas ecológicos y convencionales mediante el uso de análisis quimiométricos. 
2. Material y métodos Todos los experimentos siguieron la legislación vigente de protección de los animales utilizados con fines experimentales o científicos, y el permiso para los procedimientos del experimento fue concedido por el Comité de Bioética de la Universidad de Santiago de Compostela (España). 
2.1. Recogida de muestras Las muestras analizadas en este estudio provienen de un proyecto de investigación (Ref Gobierno español. AGL 2.010-21026) para evaluar la situación nutricional del ganado vacuno en ecológico en el norte de España, en comparación con los sistemas convencionales de producción. En este proyecto participaron todas las granjas lecheras ecológicas del norte de España, lo que representa casi el 80% de la producción ecológica en España. Entre noviembre de 2011 y junio de 2012 se recogieron 522 muestras de sangre de animales pertenecientes a 22 explotaciones lecheras ecológicas y 10 explotaciones convencionales del norte de España; 341 de estas muestras fueron de las granjas ecológicas, mientras que las restantes 181 se obtuvieron de las convencionales. En este último grupo, se incluyeron dos subgrupos diferentes, explotaciones en pastoreo y explotaciones intensivas, con 115 y 66 muestras de sangre, respectivamente. Las granjas convencionales en pastoreo se incluyeron porque tienen un manejo similar a las granjas 
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Tesis Doctoral Francisco Rey Crespo ecológicas, y únicamente se diferencian por las restricciones de la propia normativa ecológica (CE, 2008). Las muestras de sangre (10 mL. de la vena coccígea) se recogieron después del ordeño de la mañana en animales que estuvieran en el intervalos de 2 semanas antes de la fecha esperada de parto hasta el pico de lactación (unos 90 días). También se recogieron los datos de las dietas empleadas en las diferentes granjas y muestras de alimento para análisis de minerales. Todas las muestras fueron inmediatamente refrigeradas y transportadas al laboratorio.  El suero se obtuvo por centrifugación de la sangre a 3000 r.p.m. durante 15 minutos dentro de 4 horas después de la recogida y se almacenaron por triplicado a -20 ºC hasta su posterior análisis. Las muestras fueron digeridas en un medio ácido, para lo cual se añadieron a las muestras de suero (2 mL.) 2,5 mL. de ácido nítrico (69%) para obtener una digestión fría durante 1 hora, posteriormente de añadieron 0,5 mL. de peróxido de hidrógeno (33% w/v) y las muestras se colocaron en un bloque termostático a 120 °C durante 60 minutos para completar la digestión. Después de esto, se añadieron 2 mL. de agua ultrapura Milli-Q, y una vez enfriado, las muestras digeridas se diluyeron a 10 mL con agua ultrapura Milli-Q. Para la determinación de yodo las muestras fueron preparadas utilizando un procedimiento de extracción alcalina a alta temperatura utilizando hidróxido de tetrametilamonio (TMAH) 25% (w/v) en agua (EN, 2007). Todas las soluciones se 
prepararon usando agua ultrapura de resistencia 18 MΩ cm-1 obtenido a partir de un sistema de purificación Milli-Q (Millipore Corp., Bedford, MA, EE.UU.). El ácido nítrico (69%), peróxido de hidrógeno 33% w/v y TMAH se adquirieron de Panreac (Barcelona, España).  
2.2. Métodos analíticos Se determinaron 14 elementos en muestras de suero: arsénico [As], cadmio [Cd], cobalto [Co], cromo [Cr], cobre [Cu], yodo [I], hierro [Fe], plomo [Pb], manganeso [Mn], mercurio [Hg], molibdeno [Mo], níquel [Ni], selenio [Se] y zinc [Zn]. Los elementos presentes en concentraciones muy bajas (As, Cd, Co, Cr, Hg, I, Ni, Pb y Se) se determinaron por Espectroscopía de Masas con Fuente de Plasma Acoplado (ICP-MS; VG Elemental PlasmaQuad SOption). Los elementos en concentraciones más altas (Cu, Fe, Mn, Mo y Zn) se determinaron por Espectroscopía de Emisión con Fuente de Plasma Acoplado (ICP-OES, Perkin Elmer Optima 4300 DV). Las muestras se analizaron por duplicado.  Se llevó a cabo un programa de control de calidad analítica durante todo el estudio. Se analizaron blancos junto con las muestras y los valores fueron restados de las lecturas de las muestras antes de calcular los resultados. Los límites de detección en la digestión ácida se calcularon como tres veces la desviación estándar de los blancos y el límite de cuantificación se calculó teniendo en cuenta el peso medio de la muestra analizada. Las recuperaciones analíticas se determinaron a partir de un material de referencia (CRM; 1598A material de referencia estándar, suero bovino) analizado junto a las muestras. Los resultados se dan en la Tabla 1 y las recuperaciones tuvieron buenos resultados. Como el CRM no tenía valor certificado para el I y Pb, para estos elementos se utilizaron muestras añadidas (n=10) y los resultados de las recuperaciones medias fueron del 94 y 87%, respectivamente.  
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Tabla 1. Resultados del programa de control de calidad analítico utilizado en la determinación de elementos esenciales y tóxicos. Elementos Límite de detección 
(μg/L) CRM-1598    Valores certificados (µg/L)* % recuperación Co 0.082 1.24±0.07 89.3 Cr 0.130 (0.33±0.08) 103 Cu 0.145 1580±90 95.6 Fe 0.997 1680±60 102 I 0.867 -- -- Mn 0.462 1.78±0.33 102 Mo 0.232 (5.5±1.0) 98.6 Ni 0.0025 0.94±0.18 103 Se 0.148 134.4±5.8 98.6 Zn 1.135 880±24 92.8 As 0.032 (0.3) 83.5 Cd 0.012 0.048±0.004 91.6 Hg 0.082 (0.32±0.19) 111 Pb 0.036 -- -- *En paréntesis valores de referencia o informativos (no certificados) 
2.3. Análisis estadístico y quimiométrico Para calcular las concentraciones de minerales en suero a las muestras no detectadas se les asignó el valor medio del límite de cuantificación. La distribución normal de los datos se comprobó mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov. Los datos no tenían una distribución normal y por lo tanto fueron transformados logarítmicamente antes de su análisis y se presentan como medias geométricas. Para la comparación de concentraciones de elementos tóxicos y esenciales entre el ganado vacuno en explotación ecológica y convencional se determinó mediante una prueba de t de Student. Todos los análisis estadísticos se realizaron utilizando el programa SPSS para Windows (IBM SPSS v.21) y el criterio de significación estadística se estableció en p <0.05. En cuanto a las técnicas quimiométricas se utilizaron el Análisis de Componentes Principales (ACP) (Joliffe, 1986) y el Análisis de Cluster (AC) (Massart y Kaufman, 1983) con el objetivo de explorar la relación entre las diferentes muestras o variables y valorar la matriz de datos X522x14 (522 muestras de suero y 14 variables). Con el fin de evitar la influencia del tamaño diverso de las variables, las variables originales fueron autoescaladas restando la media de la variable y dividiendo por la desviación estándar para la producción de nuevas variables unificadas (Vandeginste et al., 1998). Todas las técnicas quimiométricas se llevaron a cabo utilizando Statgraphics Centurion XVI V.16.1.15.   
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3. Resultados 










































































































































































































































































Capítulo 1 Los animales de granjas convencionales mostraron mayores niveles en suero de I (35%), Cu (13%) y Se (46%) en comparación con los de las granjas ecológicas, mientras que los niveles de Co (24%), Fe (10%), Mn (12%), Mo (165%) y Ni (10%) fueron superiores en los animales criados en ecológico. En general, las concentraciones de elementos traza estaban dentro del rango adecuado o fisiológica para el ganado vacuno (Puls, 1994; Suttle, 2010) a excepción de I, Cu y Se (I: 40μg/L (Alderman y Stranks, 1967), Cu: 0.6 mg/L (Puls, 1994), 
Se: 40μg/L (Gerloff, 1992)). Tanto el porcentaje de granjas que tienen más de 10% de los animales en el rango de deficiencia, como el porcentaje de animales con deficiencia dentro de estas granjas fueron estadísticamente significativamente mayor en las granjas ecológicas.  Las concentraciones de minerales traza en la dieta (Tabla 3) se encontraban dentro de los rangos adecuados para satisfacer las necesidades fisiológicas (de acuerdo con NRC, 2001; Suttle, 2010), excepto para el Cu, I y Se (16, 0.45 y 0.3 mg/kg de MS, respectivamente; NRC, 2001). La dieta de las granjas ecológicas tenía significativamente menor concentración de Cu, I, Se y Zn y mayor de Mo que la de las convencionales (p <0.05). 
Tabla 3. Niveles de elementos esenciales y tóxicos (mg/kg MS expresados como medias geométricas) en las dietas de las granjas ecológicas y convencionales.   ecológicas convencionales RMSE P Co 0.200 0.187 0.170 0.235 Cr 1.71 1.81 1.47 0.923 Cu 5.00 7.48 2.25 0.000 Fe 226 209 228 0.213 I 0.389 0.651 0.356 0.009 Mn 89 103 40 0.082 Mo 0.947 0.580 0.80 0.026 Ni 1.45 1.43 0.84 0.842 Se 0.066 0.102 0.052 0.003 Zn 20.4 27.7 11.2 0.001 As 0.151 0.145 0.234 0.524 Cd 0.024 0.019 0.032 0.173 Hg ND ND -- -- Pb 0.178 0.120 0.198 0.047 RMSE: raíz cuadrada del error cuadrático medio, ND: no detectado 
3.2. Elementos tóxicos Los resultados de las concentraciones de elementos tóxicos en suero de vacas de explotaciones ecológicas y convencionales se presentan en la Tabla 2. La exposición a metales tóxicos es en general muy baja, todos los animales tienen un nivel de residuos indicativo de baja exposición a contaminantes (Puls, 1994). No obstante, los niveles de As fueron significativamente mayores (29%) en las granjas convencionales y los de Cd en las ecológicas (86%).  
  
57 
Tesis Doctoral Francisco Rey Crespo 
3.3. Análisis de componentes principales (ACP) y cluster (AC) Debido a que se analizaron 14 elementos minerales en las muestras de suero, cada muestra se caracterizó en un vector de 14 dimensiones, 14 veces multidimensional. Se utilizaron dos técnicas de análisis multivariante de visualización ACP y AC que se aplicaron a la matriz de datos X522x14 para estudiar la relación entre las muestras y variables.  ACP es una técnica de visualización quimiométrica que transforma la matriz de datos original Xn×m en un producto de dos matrices, una de las cuales contiene información acerca de las variables (matriz de puntuación de Sn×PC), y de otras variables (LPCxn). Si el número de componentes principales (CP) seleccionado es pequeño en comparación con el número de variables originales (m), el ACP conlleva una considerable reducción y simplificación de la matriz de datos original (X.) Por lo tanto, en este trabajo, el ACP se utilizó para realizar un estudio sobre la estructura de datos en una dimensión reducida preservando la máxima variabilidad contenida en los datos. Cuando se aplicó el ACP a la matriz de datos X522x14 autoescalados, se observa que seis componentes principales presentan valores propios superiores a 1 (que representa aproximadamente el 65% de la varianza total de los datos). A su vez se observó que los tres primeros componentes principales (40% de la varianza total) también proporcionaron resultados interesantes. Así, se observó una separación natural entre las muestras procedentes de granjas ecológicas y las convencionales (Figura 1a). A pesar de cierta zona de solapamiento lógico, las muestras de las granjas ecológicas suponen un claro grupo en una zona del espacio 14-multidimensional diferente de las convencionales. Este hecho nos indica diferencias claras en el perfil mineral entre ambos grupos. A su vez se han identificado también los dos subgrupos de muestras convencionales (intensivo y pastoreo); observándose una clara transición desde ecológico a convencional con pastoreo y convencional en intensivo (Figura 1b). Está claro que las granjas convencionales en pastoreo son muy similares a las ecológicas, diferenciándose únicamente por las limitaciones de la producción en ecológico. Por lo tanto, es evidente que el contenido mineral en sangre está claramente influenciado por el tipo de alimentación, tema que abordaremos más adelante en la sección de discusión.     
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Figura 1. Gráfico que muestra las muestras en el espacio definidas por los tres componentes principales (40% de la varianza) en función del tipo de granja. (a) ecológica y convencional y (b) ecológica, convencional a pastoreo y convencional intensivo.   
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Tesis Doctoral Francisco Rey Crespo El estudio de las cargas de las variables originales en los 3 primeros componentes principales también dio resultados notables. Como se puede observar en la Tabla 4, Cd, Mo, Mn y Ni son los elementos dominantes en la parte positiva de la PC 1. Por lo tanto, este componente principal podría estar relacionado con el suelo. El I, As y Se son las principales variables que influyen en la PC 2, que es claramente un factor relacionado con el manejo. El Cr, Hg, Zn y Pb son las variables más influyentes en la PC 3 que pueden estar relacionados con los suplementos minerales empleados. 
Tabla 4. Valores de las variables originales en los tres primeros componentes principales. Elemento PC 1 PC 2 PC 3 As -0.035 0.508 0.047 Cd -0.476 -0.131 0.076 Co -0.321 0.260 -0.252 Cr -0.174 -0.021 0.564 Cu 0.186 0.236 0.290 Fe -0.242 -0.060 -0.072 Hg -0.139 -0.036 0.469 I 0.097 0.546 0.097 Mn -0.418 0.028 -0.104 Mo -0.436 -0.099 0.002 Ni -0.301 0.070 -0.187 Pb 0.015 -0.068 0.318 Se -0.187 0.525 0.019 Zn -0.163 -0.047 0.380 
El AC es una técnica complementaria (comúnmente empleado con ACP) que se aplica a los datos elementales para encontrar los grupos naturales y asociaciones entre muestras o variables. En el presente caso, las variables se agruparon jerárquicamente de acuerdo con el procedimiento de aglomeración Ward, sobre la base de la distancia entre ellos medida como la distancia euclídea cuadrada (Ward, 1963). El resultado fue una presentación gráfica de las variables como un dendrograma, un diagrama de árbol usado frecuentemente para ilustrar la disposición de las asociaciones de variables obtenidos por análisis de conglomerados o cluster. El dendrograma obtenido después de la aplicación de AC a la matriz de datos X522x14 autoescalados se presenta en la Figura 2. Desde la izquierda a la derecha, podemos observar tres grupos principales de variables. El primer grupo se compone de I, Se y As, todos ellos elementos relacionados con el manejo; el segundo grupo está formado por Cr, Hg, Cu, Zn y Pb, todos ellos elementos relacionados con la suplementación mineral de la dieta; y el último grupo lo forman el Co, Ni, Fe, Mn, Mo y Cd, metales asociados con el suelo. Estos resultados concuerdan con los obtenidos por la técnica de ACP. Por lo tanto, las mismas asociaciones de variables (minerales) fueron reveladas por dos procedimientos quimiométricos diferentes, ACP y AC, lo que reafirma y 
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Figura 2. Dendograma obtenido aplicando el análisis de Cluster (AC) (método de Ward’s) a la matriz completa de datos X522x14. Además, de a la matriz completa de datos se aplicó el AC por separado para el grupo de muestras procedente de granjas ecológicas y el grupo de granjas convencionales. Los resultados se presentan en la Figura 3a y 3b, respectivamente. Como se puede ver, el patrón de asociación de la variable obtenida es diferente para ambos casos. Los datos de las granjas convencionales presentan asociaciones similares al conjunto completo de datos (a pesar del menor número de este tipo de granjas en contraste con las ecológicas). Se observó una fuerte asociación entre elementos relacionados con el manejo (I, As y Se) y el suelo (Fe, Co, Ni). El Mn, Cd y Mo se encuentran ahora en el mismo grupo que los otros elementos relacionados con la suplementación mineral. Sin embargo, en las granjas ecológicas no observamos estos patrones de asociación y todos los elementos relacionados con el manejo (como I y Se) se posicionan en grupos separados, mostrando diferentes asociaciones que se discutirán en el apartado de discusión. 
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4. Discusión Nuestros datos sobre el perfil mineral en el ganado vacuno lechero ecológico y convencional en España, coinciden con estudios previos en vacuno de leche en otros países europeos (Mee y Rogers, 1996; Enjalbert et al., 2006; Guyot et al., 2009, 2011) así como en ganado de carne en producción ecológica del norte de España (Blanco-Penedo et al., 2009). En Europa actualmente las deficiencias de oligoelementos están ampliamente difundidos en vacuno, principalmente por dos razones: (1) los suelos europeos son deficientes en una serie de minerales traza y casi nunca se repone y (2) la abundancia de los monocultivos que implican raciones menos variadas y equilibradas (Rollin y Guyot, 2013). Al igual que en nuestro estudio las deficiencias de Se, I y Cu fueron las más frecuentes en vacuno lechero (Mee y Rogers, 1996; Enjalbert et al., 2006; Guyot et al., 2009). Sin embargo, a diferencia de las vacas lecheras en explotación convencional, las deficiencias de oligoelementos no son frecuentes en el ganado de carne en convencional en nuestra región (Blanco-Penedo et al., 2009). En la ganadería convencional los concentrados se suplementan rutinariamente con minerales en concentraciones muy por encima de las necesidades fisiológicas, a pesar que se ha observado que en ganado de carne con una baja proporción de concentrado en la dieta es suficiente para cubrir las necesidades fisiológicas (López-Alonso, 2012).  En nuestro estudio, observamos que las concentraciones de Cu y Se de la dieta, estaban por debajo de las necesidades del vacuno de leche tanto en convencional como en ecológico, y el I por debajo en las ecológicas (Tabla 3). Aunque el concentrado se suplementó con minerales en las granjas convencionales (datos no mostrados) parece que no fue suficiente para cubrir las necesidades fisiológicas. Las necesidades de Cu, I y Se son más altas en vacuno de leche que de carne (Se y I se excretan por leche: Franke et al., 2009 Cook y Green, 2010), y el suplemento mineral de los concentrados no es suficiente para cubrir las necesidades en áreas donde el nivel mineral de los suelos, y consecuentemente los forrajes, es bajo.  Por otra parte, a nuestros animales se le tomaron muestras en el período de transición en el que la excreción de Se y I en la leche es muy alta, lo que podría, en cierta medida, a sobredimensionar más aún los problemas de deficiencia. No hay datos claros en la bibliografía sobre minerales esenciales en suero en ganado de leche en función de la lactación o la etapa productiva, pero datos limitados (sin publicar) del nivel de minerales en algunas de las explotaciones participantes en nuestro estudio en las diferentes etapas productivas mostraron niveles de I y Se ligeramente más altos al final de la lactación (10-15%) en comparación con el inicio.  Las concentraciones de metales tóxicos fueron muy bajas en el ganado de leche ecológica y convencional en nuestro estudio, lo que corresponde a una exposición ambiental baja. En las regiones rurales como el norte de España la exposición a metales tóxicos en el ganado es principalmente a través de la dieta (López-Alonso, 2012), sin embargo, no se encontraron diferencias estadísticamente significativas entre los dos sistemas de explotación para las concentraciones de As y Cd en la dieta (Tabla 3) que justifiquen los mayores niveles de As en las granjas convencionales y de Cd en las ecológicas. Estos patrones diferentes podrían estar asociados a las prácticas de manejo. El As aparece muy 
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Tesis Doctoral Francisco Rey Crespo asociada al I y Se en las explotaciones convencionales (Figura 3b), minerales que se utilizan habitualmente en los sistemas lecheros convencionales: el Se para tratar y mejorar el rendimiento reproductivo (Cook y Green, 2007) y el I como desinfectante después del ordeño (Flachowsky, 2007). Ambas prácticas están muy limitadas en los sistemas ecológicos. Se han descrito interacciones significativas entre As, Se y I tanto en animales de experimentación (Kotyzová et al., 2005 como en el ganado (Stibilj et al., 2004.); mientras que el mecanismo subyacente se han descrito para la interacción Se-I (en el metabolismo de la glándula tiroides; Arthur et al., 1999) y para As-Se (Zeng et al., 2005), todavía no se conoce el mecanismo de interacción para As-I (Stibilj et al., 2004). Por el contrario, los mayores residuos de Cd que se encontraron en el ganado en ecológico, podrían estar asociados a una mayor ingestión de suelo cuando pastan (López-Alonso, 2012).  Además de identificar las principales deficiencias de elementos traza en vacuno lechero en España, el análisis quimiométrico de nuestros datos ha permitido establecer, por primera vez, un patrón de elementos esenciales y tóxicos en el ganado vacuno relacionado con el tipo de explotación. El gran peso de las granjas convencionales en el análisis (a pesar de que representan sólo el 35% de las muestras) posiblemente indica un alto grado de estandarización y manejo nutricional en comparación con las granjas ecológicas (López-Alonso, 2012). Además de la fuerte asociación mencionada entre As, Se y I (sólo está presente en este sistema productivo: convencional) los otros elementos esenciales y tóxicos parecen estar separados en dos grupos: los relacionados con la dieta y los relacionados con el suelo (Figura 2, Figura 3b). Dentro de los elementos aparentemente relacionados con la dieta son la mayoría de los incluidos en el suplemento mineral de los concentrados para el vacuno de leche excepto el Co, pero este elemento está en una baja concentración en el suplemento mineral en comparación con el suelo.  Como anteriormente indicamos, estos minerales se suplementan rutinariamente en los concentrados a niveles muy por encima de los requisitos fisiológicos para asegurar que las necesidades de los animales están cubiertos, y esta suplementación representa la principal fuente de minerales para el ganado. Excepto el As, los otros metales tóxicos también se asociaron a la dieta; esto es consistente con la idea de que en el ganado de las zonas rurales relativamente no contaminadas, los suplementos minerales son la principal fuente de metales tóxicos (López-Alonso, 2012). Por último, los elementos relacionados con el suelo tienen bajo peso en los sistemas convencionales, donde los pastos en general representan una menor proporción de la dieta en comparación con los sistemas ecológicos. Especial relevancia merece el Fe debido a que los suelos son ricos en este mineral y los forrajes pueden contaminarse por el suelo (NRC, 2001; Rollin y Guyot, 2013). Un exceso de Fe podría afectar la absorción intestinal de otros minerales esenciales, conllevando deficiencias.  En las granjas ecológicas (Figura 3a) las asociaciones de elementos esenciales no son tan fuertes como en el convencional, lo que posiblemente indica un menor grado de estandarización del sistema de producción ecológico en comparación con el convencional, con una particular influencia de las condiciones ambientales locales (Eurostat, 2014). De hecho, el suelo parece tener un peso mayor en el estado de los elementos esenciales que la dieta. Cuando no se suplementan las dietas con minerales, el consumo de suelo durante el pastoreo y/o la contaminación de los forrajes con suelo, pueden representar la mayor 
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Capítulo 1 parte de la ingestión de minerales; esto se debe a que las concentraciones de elementos traza del suelo son muy altas (hasta 4 veces, Kabata-Pendias, 2011) en comparación con las plantas (Blanco-Penedo et al., 2009). Al igual que en el convencional, existe una fuerte asociación entre Co, Ni y Fe en el sistema ecológico. La inclusión del As en este grupo posiblemente indica la influencia del origen geológico del suelo en las concentraciones sanguíneas de este metaloide. En las granjas ecológicas también se encontraron asociaciones estadísticamente significativas para las concentraciones de As en el suelo y en el suero (p =0.658). Los niveles de As en ganado vacuno han demostrado ser buenos indicadores de los niveles de As en el suelo (López-Alonso et al., 2002) y se observaron variaciones estacionales en los niveles de As y Fe en leche ecológica, asociadas a la ingestión de suelo, cuando se alimenta en pastoreo (Rey-Crespo et al., 2013). Por otra parte, en el ganado ecológico el Se y el I no están agrupados, lo que apoya la hipótesis de que ambos elementos podrían estar relacionados con las prácticas de manejo en la explotaciones convencionales. En ganado ecológico el Se está altamente relacionado con el Mo (Figura 3a), y el hecho de que ambos elementos también se asocian en la dieta (R2= 0.399, p <0.001) sólo en este tipo de explotación podría apoyar la idea de una contaminación física de suelo al pastar, ya que ambos elementos se asocian con frecuencia en la roca madre (Williams y Thornton, 1973). Por el contrario el I parece estar relacionado con la dieta, como ocurre también con el Cu y el Zn. Estos resultados indican que, al menos en las condiciones de este estudio, mientras que para el Se la ingestión de suelo podría ser relevante y debe ser considerada, para el Cu y el I el consumo de suelo tienen una pequeña contribución al estatus mineral de los animales, y cuando están bajos deben ser suplementados en la dieta. 
5. Conclusiones Esta investigación ha demostrado que el metabolismo de los elementos esenciales y la acumulación de metales tóxicos es muy complejo, valorar las interacciones entre metales y tener en cuenta concentraciones relativamente bajas de otros elementos es esencial para interpretar correctamente el estatus mineral. Mientras que en los sistemas convencionales el estado mineral de los animales viene determinado por la suplementación mineral de los concentrados; en los sistemas ecológicos, la ingestión de suelo tiene una gran y especial contribución. Esto hace que el conocimiento general de la suplementación mineral de las explotaciones convencionales no puede extrapolarse directamente a las ecológicas; y requiere especial atención la contribución particular de la ingestión de suelo, bien directamente por pastoreo y/o por la contaminación física de los forrajes con suelo.  Nuestro estudio también demostró que las deficiencias minerales son más frecuentes en los sistemas ecológicos, y cuando sea necesario hacer una suplementación debe adaptarse a las necesidades particulares de cada granja limitando las entradas y evitando interacciones indeseables entre minerales. Para hacer esto correctamente, se necesitan nuevos estudios para conocer con exactitud la influencia del suelo y la composición de la dieta, el grado de ingestión de suelo en pasto o por contaminación de forrajes y otros tratamientos de minerales. Se debe prestar atención a la ingestión de metales tóxicos a través del suelo, tanto en suelos ricos de forma natural, o contaminados por la acción del hombre. 
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Resumen La composición de la dieta y las prácticas de manejo determinan en gran medida el estatus tanto de minerales esenciales como de elementos tóxicos a los que está expuesto el ganado, y por tanto las concentraciones de estos elementos en los productos animales. En este estudio se evaluaron los niveles de elementos esenciales (Co, Cr, Cu, Fe, I, Mn, Mo, Ni, Se y Zn) y tóxicos (As, Cd, Hg y Pb) en leche de granjas ecológicas y convencionales en el noroeste de España (n=50). Las muestras de leche fueron digeridas en ácido y los niveles de minerales analizados por ICP-MS. Las concentraciones de elementos esenciales en la leche ecológica fueron significativamente inferiores en comparación con la leche convencional. Estos valores fueron especialmente significativos para los minerales que rutinariamente son suplementados en altas concentraciones en los piensos convencionales: Cu (41.0 y 68.9 µg/L en la leche ecológica y convencional, respectivamente), Zn (3326 y 3933 µg/L), I (78 y 265 µg/L) y Se (9.4 y 19.2 µg/L). Las concentraciones de metales tóxicos en la leche fueron en general muy bajas y no se observaron diferencias estadísticamente significativas entre la leche ecológica y la convencional. El contenido mineral de la leche ecológica mostró un patrón estacional, las concentraciones más altas de As (65%) y de Fe (13%) encontradas en el muestreo de invierno posiblemente fueron debidas a un mayor consumo de alimento concentrado y a la mayor ingestión de suelo durante el pastoreo. Palabras clave: leche ecológica, leche convencional, elementos esenciales, elementos tóxicos 
1. Introducción Las normas relacionadas con la agricultura ecológica no garantizan per se alimentos más nutritivos en comparación con la agricultura convencional. Los beneficios de los sistemas ecológicos se relacionan principalmente con la producción y el bienestar animal, mientras que las cuestiones relativas a la composición nutricional están más influenciados por la gestión agrícola específica que por el método de producción (Sundrum, 2001; Vaarst et al., 2006). Este hecho es especialmente relevante para los oligoelementos o elementos esenciales: sus niveles en productos de origen animal están generalmente relacionados con la alimentación (Windisch y Ettle, 2008; Suttle, 2010). En la agricultura convencional, la principal fuente de oligoelementos son los suplementos minerales que se añaden rutinariamente al pienso concentrado para asegurar que los animales cubran sus necesidades fisiológicas (López-Alonso y Miranda, 2012). Por el contrario, en la agricultura ecológica, no se usan rutinariamente suplementos minerales; además, el 100% de la dieta debe tener un origen ecológico y un mínimo del 60% de la materia seca de la ración diaria debe consistir en forrajes, piensos frescos o secos, o ensilados (se permite una reducción del 50% para los animales de producción de leche durante un período máximo de tres meses en el principio de la lactación), por lo que los animales tienen una mayor dependencia del contenido de minerales en el suelo, que puede ser insuficiente (Suttle, 2010). El yodo es posiblemente el elemento esencial que mejor ejemplifica esta situación. El yodo es necesario para la producción de hormonas tiroideas que son de vital importancia para 
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Capítulo 2 un correcto metabolismo, especialmente durante la gestación y la lactancia (EFSA, 2005). Históricamente, la carencia de yodo ha sido un problema endémico común a nivel mundial conocido como bocio, sobre todo en poblaciones alejadas de la mar con bajo consumo de pescado (la principal fuente de yodo) y donde los productos lácteos y la leche representan la principal fuente de yodo. Debido a que la excreción de yodo en la leche es proporcional al yodo en la dieta (Flachowsky, 2007), los agricultores suelen añadir un suplemento a la alimentación del ganado lechero con yodo para cubrir sus necesidades fisiológicas, y así reducir al mínimo el riesgo de deficiencia de yodo en estas áreas (Bath et al., 2012). Estudios recientes (Rasmussen et al., 2000; Dahl et al., 2003; Bath et al., 2012; Johner et al., 2012; Köhler et al., 2012) han señalado que las restricciones generales de minerales en la agricultura ecológica conduce a un contenido de yodo significativamente menor en la leche ecológica, lo que podría suponer un problema para las poblaciones de riesgo como las mujeres embarazadas y los niños (Bath et al., 2012). En el ganado de producción ecológica, las restricciones en la suplementación mineral puede conducir a otras deficiencias de oligoelementos (Rosati y Aumaitre, 2004; Blanco-Penedo et al, 2009). Esto puede ser especialmente relevante para el ganado lechero debido a sus mayores necesidades fisiológicas en la fase de producción de leche. Sin embargo, y a pesar de la necesidad de conocer los niveles de minerales en la leche ecológica no se ha llevado a cabo ningún estudio, a excepción del yodo. El zinc merece una consideración especial debido a su alta excreción en la leche de hecho la leche y productos lácteos son una de las principales fuentes de zinc en la dieta (Terrés et al., 2001). Al igual que otros minerales esenciales que tienen una regulación urinaria muy estricta, principalmente selenio y cobalto: esto significa que son absorbidos en el intestino en exceso y su control homeostático se produce en el riñón (Kircggessner et al., 1994, 1997, 1999) y se espera que tengan una excreción de leche en relación con el estado mineral animal. Este estudio tiene como objetivo llevar a cabo lo que creemos que es el primer estudio sobre las concentraciones de elementos esenciales en la leche de granjas ecológicas en el norte de España comparándolos con la producción en convencional. Debido a la gran importancia para la nutrición humana, los principales residuos de metales tóxicos en la leche también fueron analizados. 
2. Material y métodos 
2.1. Recogida de muestras Las muestras de leche analizadas en este estudio provienen de un proyecto de investigación (Ref Gobierno español. AGL 2.010-21026) para evaluar la situación nutricional del ganado vacuno en ecológico en el norte de España, en comparación con los sistemas convencionales de producción. Participaron en este estudio 22 granjas ecológicas y 10 granjas convencionales (el número total de explotaciones ecológicas y convencionales en la región es aprox. de 56 y 19.000 respectivamente). Las granjas de producción ecológica de leche en el norte de España, proceden de las explotaciones convencionales que se adaptaron a las prácticas ecológicas (UE, 2008). En las granjas ecológicas de nuestro estudio, los animales fueron alimentados en pastoreo y recibieron entre 5.6-34.9% de la MS con pienso concentrado (básicamente una mezcla de cereales) sin 
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Tesis Doctoral Francisco Rey Crespo suplementación mineral. Por el contrario, las práctica de cría y de alimentación en las granjas convencionales fueron más heterogéneas, pero, en general, los animales reciben dietas más intensivas para lograr un nivel de producción más elevado (28.2±5.9 L/animal/día en comparación con 19.0±3.0 L/animal/día en ecológica). Las granjas convencionales que participaron en nuestro estudio fueron representativas del sector lácteo y reciben entre 21.6-48.1% de la dieta como pienso concentrado (procedentes  del mercado internacional), con un nivel de suplementación mineral estándar dentro de la industria de la alimentación (López-Alonso y Miranda, 2012).  Las muestras de leche se recogieron en cada granja entre octubre y diciembre de 2011. Además, para evaluar el efecto de la estación sobre las concentraciones de minerales de la leche ecológica, se recogieron de nuevo muestras de leche de 13 (de las 22) granjas entre junio-agosto. Las muestras de leche (1 litro) se recogieron en el tanque de leche después del ordeño de la mañana e inmediatamente se transportaron al laboratorio en condiciones de refrigeración. Las muestras se dividieron en alícuotas de 50 mL que se congelaron a -20 Cº para su posterior análisis químico. Ante la sospecha de que las muestras de leche convencionales no fueran representativas de toda la población, se tomaron 5 muestras de leche compradas en supermercado (1 litro de leche entera UHT) de las marcas más vendidas en la región y también fueron analizadas. Debido al proceso de transformación industrial estas muestras integran un gran número de granjas y se espera que sean representativas del sector lácteo convencional. 
2.2. Análisis de las muestras Las muestras de de leche (1 mL) fueron digeridas en 8 mL de ácido nítrico concentrado (69%) (Suprapur grade, Merck) y 2 mL de peróxido de hidrógeno al 33% w/v en un sistema de digestión por microondas (Ethos Plus; Milestone, Sorisole, Italia). Las muestras digeridas se transfirieron a tubos a de polipropileno y se diluyeron a un volumen final de 15 mL con agua mili-Q. Para la determinación de yodo se utilizó un procedimiento de extracción alcalina a alta temperatura (EN, 2007). Las concentraciones de elementos esenciales y tóxicos fueron determinadas por Espectroscopía de Masas con Fuente de Plasma Acoplado (ICP-MS, VG Elemental PlasmaQuad SOption) equipado con un Micromist bajo flujo nebulizador, un Peltier cuarzo doble cámara y una antorcha de cuarzo. Las soluciones de calibración con concentraciones comprendidas entre 0.1 y 5000 mg/L se prepararon inmediatamente antes del análisis. En todos los casos, la ecuación de ajuste lineal fue a través de blanco, el coeficiente de correlación fue>0.999 y la desviación estándar relativa (RSD) <5%. Las muestras se analizaron por triplicado. Durante todo el experimento se llevó a cabo un programa de control de calidad analítica. Los valores del blanco se restaron de cada muestra antes de que se realizara el cálculo de resultados. El límite de detección en la digestión ácida se calculó como tres veces la desviación estándar de los blancos (Tabla 1). El límite de cuantificación, expresado como la concentración en la leche, se calculó sobre la base del peso medio de la muestra y el volumen analizado. Las recuperaciones del material de referencia certificado (CRM; leche desnatada en polvo NIST-1549) tuvieron buenos resultados (Tabla 1). Como el CRM no tenía valor certificado para el níquel, y las concentraciones de mercurio estuvieron por 
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Capítulo 2 debajo del límite de cuantificación, para estos elementos se utilizaron muestras añadidas con una concentración que dio valores de señal 2-10 veces mayores que los niveles normales en la leche, los resultados de las recuperaciones medias fueron del 91 y 84%, respectivamente. La precisión del método analítico, calculado como el DSR de las concentraciones de níquel y mercurio en 10 digestiones de la misma muestra, variaron entre 5.8 y 9.3%. 
Tabla 1. Resultados del programa de control de calidad analítico utilizado en la determinación de elementos esenciales y tóxicos. Elementos Límite de detección 
(μg/L) NIST-1549    Valores certificados (media±DS; mg/kg) Valores analizados (media±DS; mg/kg) Co 0.082 (0.0041) 0.0043±0.0024 Cr 0.130 0.0026±0.0007 0.0022±0.0001 Cu 0.145 0.7±0.1 0.6±0.04 Fe 0.997 1.78±0.10 1.93±0.53 I 0.867 3.38±0.02 4.10±0.22 Mn 0.462 0.26±0.06 0.25±0.02 Mo 0.232 (0.34) 0.333±0.016 Ni 0.0025 - - Se 0.148 0.11±0.01 0.11±0.02 Zn 1.135 46.1±2.2 42.3±1.6 As 0.032 (0.0019) 0.0022±0.0004 Cd 0.012 0.0005±0.0002 0.0005±0.0003 Hg 0.082 0.0003±0.0002 ND Pb 0.036 0.019±0.003 0.016 ± 0.001 ND: no detectado; en paréntesis valores indicativos 
2.3. Análisis estadístico  Todos los análisis estadísticos se realizaron utilizando el programa SPSS para Windows (v.19.0). Para calcular las concentraciones medias de elementos tóxicos y esenciales en la leche a las muestras no detectadas se les asignó el valor medio del límite de cuantificación. La distribución normal de los datos se comprobó mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov. Los datos no tenían una distribución normal y por lo tanto fueron transformados logarítmicamente antes de su análisis y se presentan como medias geométricas. Para la comparación de concentraciones de elementos tóxicos y esenciales entre la leche ecológica, convencional tanto a nivel de granja, como las muestras representativas de supermercado se utilizó ANOVA de una vía con análisis post hoc con Bonferroni. El efecto de la estación sobre las concentraciones de elementos tóxicos y esenciales en la leche ecológica, se determinó mediante una prueba de t de Student y la asociación entre las concentraciones de minerales en ambas estaciones mediante análisis de correlación de Pearson.   
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3. Resultados y discusión Los resultados de las concentraciones de elementos esenciales y tóxicos en la leche ecológica (a nivel de granja) y convencional (granja y supermercado) durante el muestreo de invierno se presentan en la Tabla 2.  
 
Tabla 2. Niveles de elementos esenciales y tóxicos (µg/L) en leche ecológica (a nivel de granja) y convencional (a nivel de granja y de supermercado) en el noroeste de España. Diferentes superíndices (letras) indican diferencias estadísticamente significativas entre los grupos. ND: no detectado.  ecológica (granja) n=22 convencional (granja) n=10 convencional (supermercado) n=5   MG rango CV  MG rango CV  MG rango CV Co 4.77 4.04-5.26 7  4.67 4.18-5.56 9  4.95 4.88-5.07 2 Cr 5.12 3.79-8.06 22  4.86 3.51-8.25 28  4.63 3.41-6.42 30 Cu 41.0 a 23.6-61.5 26  51.3 b 38.3-64.5 16  68.9 b 54.6-110.5 31 Fe 425 322-668 21  395 338-468 11  351 282-401 13 I 78 a 13-318 81  157 ab 71-6536 271  265 b 142-480 44 Mn 32.7 a 23.1-47.2 21  31.3 ab 22.6-45.6 20  25.3 b 22.8-27.5 8 Mo 45.2 27.0-111.2 39  41.2 33.1-49.5 13  41.7 36.8-44.3 7 Se 9.4 a 2.3-20.9 45  15.3 b 8.3-36.2 60  19.2 b 13.1-48.3 68 Zn 3326 a 2856-3955 10  3639 b 2957-4154 11  3933 b 3737-4177 4 As 1.048 ND-2.064 35  0.921 ND-1.241 33  1.084 0.978-1.215 8 Cd 0.135 ND-2.345 196  0.098 ND-0.273 56  0.087 ND-ND - Hg 1.34 1.02-1.92 16  1.37 1.00-1.84 18  1.32 1.24-1.37 4 Pb 0.653 ND-5.613 123  0.516 ND-3.557 128  0.267 ND-ND -  En general, las concentraciones de minerales esenciales en la leche están dentro del rango adecuado (Debski et al., 1987; Puls, 1994; EFSA, 2005) a excepción del cobre en la leche ecológica (50-600 µg/L; Puls, 1994). La leche ecológica muestra concentraciones significativamente menores de cobre (41.0 µg/L), selenio (9.4 µg/L) y zinc (3326 µg/L) en comparación con la leche convencional, tanto a nivel de granja (51.3, 15.3 y 3639 µg/L, respectivamente) como a nivel de supermercados (68.9, 19.2 y 3933 µg/L, respectivamente). Estos resultados son esperables, ya que estos tres oligoelementos se suplementan a concentraciones elevadas (muy por encima de los requerimientos fisiológicos, NRC, 2001) en los piensos concentrados que habitualmente se utilizan en las raciones del vacuno de leche en convencional; y se ha demostrado que los niveles en la leche están directamente relacionados con los niveles en la dieta ingerida por los animales (Lönnerdal et al., 1981; Debski et al., 1987; Muñiz-Naveiro et al., 2005; Moschini et al., 2010). La concentración de yodo en la leche ecológica fue significativamente menor (3.4 veces menor) en comparación con la leche convencional de supermercado, aunque no estadísticamente diferente de la leche convencional a nivel de granja (aproximadamente 2 veces, Tabla 2). Sin embargo, hay que señalar que las concentraciones de yodo en la leche 
74 
Capítulo 2 convencional fueron altamente variables a nivel de granja (rango: 71-6536 µg/L, CV: 271%) en comparación con las muestras convencionales de supermercado (142-480 µg/L, CV: 44%). Esta gran variabilidad en el contenido de yodo en las muestras de leche convencionales a nivel de granja probablemente no esté asociada con un alto nivel de variabilidad en la suplementación de yodo. De hecho, la concentración de yodo en leche puede estimarse con exactitud a partir de la concentración de yodo en la dieta (yodo en la leche (mg/kg )= 293.3 yodo en la dieta (mg/kg MS) - 64.0, R2= 0,97; Franke et al., 2009); el máximo de suplementación de yodo permitido en la dieta en vacas lecheras es de 5 mg/kg (CE, 2006) lo que conduce a una concentración de yodo en leche de 1427 µg/kg. No obstante, cabe destacar que esta variabilidad en los niveles de yodo en leche puede estar relacionada con el uso de desinfectantes yodóforos para pezones y equipos de ordeño. Se ha estimado que los desinfectantes yodóforos en ordeño puede proporcionar un aumento medio de 27-150 µg de yodo/L de leche (Flachowsky, 2007) a pesar de que esta contribución es muy variable e impredecible (Knowles et al., 2006), podría posiblemente explicar la concentración accidental de yodo 6536 µg/L en una granja convencional en nuestro estudio. La gran variabilidad del contenido de yodo que se observa en la leche convencional a nivel de granja en nuestro estudio, se redujo en gran medida a nivel de supermercado, posiblemente indicando un efecto de dilución cuando se mezcla con la leche de otras granjas en el proceso industrial. Somos conscientes de que estos resultados deben ser considerados con cautela debido al escaso número de muestras analizadas de leche convencional. Estudios recientes realizados en Dinamarca (Rasmussen et al., 2000), Noruega (Dahl et al., 2003), Reino Unido (Bath et al., 2012) y Alemania (Johner et al., 2012; Köhler et al., 2012) encontraron que las concentraciones de yodo en la leche ecológica son significativamente más bajas que en la leche convencional. Sin embargo, todos estos estudios se realizaron en leche recogida a nivel de supermercado o fábricas lácteas (integración de datos de muchas explotaciones); y a nivel europeo no hay información sobre la variabilidad de la concentración de yodo en leche de granjas ecológicas y convencionales a nivel de granja. Si se reafirma en investigaciones futuras, nuestros resultados serían muy relevantes, ya que el límite máximo de ingesta tolerable de yodo por los seres humanos (1 mg/día; WHO, 1994) se podría superar en algunas circunstancias.  Además de las restricciones generales del uso de suplementos minerales en la agricultura ecológica, como se ha indicado anteriormente, la concentración inferior de yodo en la leche ecológica se podría explicar, al menos en parte, por diferentes prácticas de gestión de las granjas ecológicas y convencionales. Como se mencionó antes, las granjas ecológicas en nuestro estudio son más dependientes de los pastos que contienen una mayor proporción de especies de trébol en comparación con las convencionales (estimado en 29.8 y 17.5%, respectivamente en nuestro estudio). Los cultivos fijadores de nitrógeno como el trébol, son una práctica habitual e importante en la agricultura ecológica y se utilizan en lugar de los fertilizantes artificiales (Foster et al., 2007), pero contienen glucósidos cianogénicos con propiedades bociogénicas (Bjarnholt et al., 2008) y, como sugieren Rasmussen et al. (2000), una mayor utilización de una dieta bociogénica podría reducir la concentración de yodo de la leche a través de la inhibición del cotransportador sodio-yodo en la glándula mamaria de la vaca. Además, aunque los desinfectantes 
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Tesis Doctoral Francisco Rey Crespo yodóforos están permitidos en la agricultura ecológica, su uso como producto químico, es probablemente utilizado con más precaución. Por el contrario, las concentraciones de manganeso en leche fueron significativamente mayores en la leche ecológica (32.7 µg/L) en comparación con la leche convencional a nivel de supermercado (25.3 µg/L), pero no fue significativamente diferente a nivel de granja (31.3 µg/L). De manera similar al yodo, la variabilidad del manganeso para la leche convencional a nivel de granja (CV= 20%) disminuye sustancialmente durante el proceso industrial (CV =8%), pero una vez más un mayor número de muestras de leche convencionales serían necesarias para probar de forma adecuada la hipótesis de una variación mayor de los elementos esenciales a niveles de granja en las explotaciones convencionales. Finalmente, la concentración de hierro tiende a ser mayor (p= 0.078) en la leche ecológica comparada con la convencional. Resultados similares se han observado previamente en nuestra región en ganado vacuno de carne (Blanco-Penedo et al., 2009) y en porcino (López-Alonso et al., 2012): las concentraciones hepáticas de hierro fueron significativamente más altas en los animales criados en extensivo (ecológicos) y ha sido asociado al consumo de suelo en pastoreo.  Las concentraciones de metales tóxicos en la leche en nuestro estudio en general fueron muy bajas (Tabla 2). La mayoría de las muestras tenían concentraciones de cadmio (84%) y plomo (57%) por debajo del límite de detección, y las detectadas tenían niveles por debajo o muy cerca de 1 µg/L, que son muy bajos en comparación con otros alimentos (Llobet et al., 2003). No se han establecido límites legales máximos para arsénico, cadmio y mercurio en leche, y los residuos de plomo estaban muy por debajo del límite legal establecido por la Unión Europea (20 µg/kg peso húmedo, CE, 2006). No se observaron diferencias estadísticamente significativas para las concentraciones de arsénico y mercurio (Tabla 2) o para las muestras con residuos detectables de cadmio (X2= 1.693, p= 0.193) y plomo (X2= 1.009, p= 0.315) entre leche ecológica y leche convencional en este estudio. No hay datos en la bibliografía acerca de la variación de los niveles de elementos tóxicos en leche con el sistema de producción (ecológico vs. convencionales). Resultados previos de nuestro grupo de investigación indican que en el ganado vacuno (Blanco-Penedo, 2008) y porcino (López-Alonso et al., 2012) en los diferentes sistemas de producción, la acumulación de metales tóxicos está relacionada con el grado de ingestión de suelo durante el pastoreo. Es probable que estas diferencias en la acumulación de metales tóxicos puede ocurrir también en ganado vacuno de leche en ecológico y convencional, sin embargo los residuos de metales tóxicos en la leche son muy bajos para ser capaz de detectar cualquier diferencia, e indicativos de una exposición reciente (similar o incluso inferior a la de la sangre) en comparación con la acumulación de metales tóxicos en los principales órganos de acumulación (vísceras: hígado y riñón). En la Tabla 3 se presentan las variaciones estacionales de las concentraciones de elementos esenciales y tóxicos en la leche ecológica. Las concentraciones de oligoelementos fueron en general (excepto para el cobre y selenio) más altas durante el muestreo de invierno, aunque las diferencias sólo fueron estadísticamente significativas para el hierro (363 y 410 µg/L en verano e invierno, respectivamente). Los residuos de metales de tóxicos (media de los residuos de mercurio y % de muestras con residuos detectables para el cadmio y el plomo) fueron, en general, similar en ambas estaciones, 
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Capítulo 2 excepto para el arsénico, que la leche de invierno tiene concentraciones significativamente más altas (65%) en comparación con la del verano.  
Tabla 3. Variación estacional en los niveles de elementos esenciales y tóxicos (µg/L) en las granjas ecológicas en el noroeste de España (n= 13). Diferentes superíndices (letras) indican diferencias estadísticamente significativas entre los muestreos de verano e invierno a un nivel de p <0,05 (*) y p <0,01 (**). ND: no detectado.  verano  invierno   MG rango CV  MG rango CV Co 4.38 3.71-5.68 11  4.65 4.04-5.09 7 Cr 4.74 4.05-6.91 18  5.01 3.84-7.17 17 Cu 42.6 32.9-66.7 22  37.0 23.6-60.3 28 Fe 363* 303-474 16  410 329-568 17 I 34.8 2.5-210.7 105  72.7 23.1-318.0 94 Mn 26.2 19.3-47.5 30  30.9 23.1-46.9 24 Mo 42.3 33.2-90.9 34  44.7 27.0-111.2 43 Se 10.40 4.53-18.04 34  8.92 2.33-20.91 54 Zn 3306 2595-3886 11  3404 2856-3955 10 As 0.662** ND-1.382 46  1.096 0.656-1.623 26 Cd 0.125 ND-0.353 69  0.183 ND-2.345 168 Hg 1.41 1.22-1.61 9  1.33 1.02-1.77 15 Pb 0.421 ND-3.965 151  0.866 ND-5.613 108  Las granjas estudiadas mostraron una variación estacional similar para el yodo, molibdeno y selenio, y una relación lineal significativa entre los muestreos de invierno y los de verano (Figura 1). Por lo que sabemos, y con excepción del yodo, no existen datos en la literatura acerca de las variaciones estacionales del contenido de minerales en la leche ecológica. Las mayores concentraciones de yodo en la leche ecológica en invierno en Noruega (Dahl et al., 2003), Dinamarca (Rasmussen et al., 2000), Gran Bretaña (Bath et al., 2012) y Alemania (Johner et al., 2012) tienen relación con el mayor aporte de pienso concentrado durante el invierno. Nuestros resultados (obsérvese la gran variabilidad entre granjas con CV de 105 y 94% en verano e invierno, respectivamente, Tabla 3), aunque no estadísticamente significativos, muestran un comportamiento similar para las concentraciones de yodo en leche, y es probable que las diferencias en las concentraciones de elementos esenciales y tóxicos encontrados en este estudio en la leche ecológica podrían estar también relacionadas, al menos en parte, a un mayor nivel de suplementación con concentrado durante el invierno. De hecho, las concentraciones de oligoelementos son más altos y más disponibles en los concentrados en comparación con los forrajes (Blanco-Penedo et al., 2009) y la exposición a trazas de elementos tóxicos en los suplementos minerales representan una de las principales fuentes de exposición a elementos tóxicos del ganado en zonas rurales relativamente poco contaminadas (López-Alonso, 2012). Sin embargo, teniendo en cuenta que las principales diferencias estacionales en las concentraciones de minerales en la leche ecológica se encontraron para el hierro y el arsénico, también podría 
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Figura 1. Gráfico de dispersión mostrando la relación entre las concentraciones de yodo, molibdeno y selenio en leche ecológica en verano e invierno (n= 13). 
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4. Conclusiones Los resultados de nuestro estudio indican que las concentraciones de elementos esenciales en la leche ecológica fueron significativamente inferiores en comparación con la leche convencional. Esto fue especialmente evidente para los minerales que rutinariamente son suplementados en altas concentraciones en los piensos convencionales (principalmente cobre, zinc, selenio y yodo); por el contrario, las mayores concentraciones de hierro en la leche ecológica podrían estar asociadas con la ingestión de suelo durante el pastoreo. Además, el contenido mineral de la leche ecológica mostró un patrón estacional, las concentraciones más altas de arsénico y de hierro encontradas en el muestreo de invierno posiblemente fueron debidas a un mayor consumo de alimento concentrado y a la mayor ingestión de suelo durante el pastoreo. No obstante, estos resultados deben ser considerados como preliminares debido al bajo número de muestras de leche convencional analizadas. Para llegar a conclusiones más sólidas, sobre todo relacionadas con la elevada variación que se observa en algunos elementos (principalmente yodo) en las granjas convencionales se necesita analizar un mayor número de muestras durante un periodo de tiempo más largo. En las granjas ecológica es necesario analizar el contenido mineral del suelo ya que la principal fuente de minerales en el ganado lechero ecológico es la alimentación propia de la granja y las deficiencias de minerales de la leche pueden aparecer en áreas con contenido mineral del suelo bajo y/o desequilibrados. Las concentraciones minerales en la leche son muy fáciles de determinar y, a parte de la información nutricional para la población humana, podría proporcionar información valiosa desde el punto de vista de la salud animal, en especial para elementos tales como selenio y yodo que tienen una excreción en leche proporcional a los niveles de la ingesta. Mención especial debe concederse a la baja concentración de yodo en la leche ecológica en comparación con la convencional; de hecho estudios recientes en todo el mundo ponen de manifiesto el riesgo de estos bajos niveles de yodo, especialmente para determinados sectores de la población (niños y mujeres embarazadas), en las zonas bociógenas donde la leche es la principal fuente de yodo en la dieta. 
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Resumen El primer objetivo de este estudio es establecer la composición mineral (elementos tóxicos y esenciales) en algas de la costa gallega (Noroeste de España). El segundo objetivo es realizar un suplemento mineral a base de algas con capacidad para incrementar los niveles minerales, principalmente yodo y selenio en los animales. Se utilizaron seis especies de algas de manera preliminar (teniendo en cuenta la abundancia y el precio): lechuga de mar (Ulva rigida), kombu (Laminaria ochroleuca), kombu dulce (Saccharina latissima), sacorriza (Saccorhiza polyschides), mastocarpus (Mastocarpus stellatus) y sargazo (Sargsasum muticum). Se analizaron los niveles de minerales (elementos tóxicos y esenciales) por ICP-MS (Espectroscopía de Masa con Fuente de Plasma Acoplado) para valorar las especies a utilizar y las proporciones. Teniendo en cuenta la composición mineral de las algas, las necesidades fisiológicas de los animales a suplementar y los niveles máximos admisibles tanto de elementos tóxicos como esenciales se propone una mezcla de algas compuesta por lechuga de mar (Ulva rigida) (en forma de copos, el 80%), sargazo (Sargasum muticum) (copos, el 17.5%) y sacorriza (Saccorhiza polyschides) (en polvo, 2.5%) y suplementar la dieta de los animales con con 100 g/animal/día de la mezcla de algas. La inclusión del suplemento de algas en la dieta basal permite cubrir los requerimientos fisiológicos de yodo. 
1. Introducción Se sabe que las algas marinas son ricas en una amplia gama de aminoácidos, oligoelementos y vitaminas, también contienen polisacáridos bioactivos, carotenos, fucoidanos, tocoferoles y ácidos grasos insaturados con propiedades antioxidantes, inmunomoduladoras y actividad antimicrobiana. Hasta ahora, la investigación con algas en la alimentación animal se ha centrado en su valor nutritivo como macronutrientes y la respuesta del rendimiento de los animales a la suplementación de la dieta, lo que claramente aprueba su utilización en la mayoría de las especies, como los cerdos, aves y rumiantes. Sin embargo, y a pesar del alto contenido micromineral de la mayoría de las especies de algas, su uso como suplemento mineral apenas se ha estudiado, a excepción del yodo; de hecho los suplementos de algas en el ganado se consideran una forma natural de aumentar el contenido de yodo en productos de origen animal, por ejemplo, los huevos o, más recientemente, la carne de porcino, y de esta forma proporcionar a las personas altos niveles de yodo en alimentos de áreas con deficiencia de este micromineral. Así, He et al. (2002) indican que la adición de 1.86 g de Laminaria digitata/kg de pienso constituye un suplemento de yodo adecuado en la dieta del ganado porcino, y permite obtener productos de origen animal enriquecidos en yodo. Asimismo, un informe de la EFSA (European Food Safety Authority) describe estudios donde la adición de 0.15% de 
Laminaria digitata en la dieta de gallinas ponedoras permite obtener huevos enriquecidos en yodo (EFSA, 2005a). Otras especies de algas estudiadas como suplemento mineral incluyen Ascophyllum nodosum, que también ha sido incluida en la dieta de ganado porcino con el fin de obtener carne de cerdo enriquecida en yodo (Dierick et al, 2009). Sin embargo, uno de los inconvenientes que plantea el uso de algas como suplementos minerales en la dieta animal es su contenido potencialmente alto de metales tóxicos, en particular, arsénico y mercurio (EFSA, 2005b, 2008), por lo que se necesitan estudios que 
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Capítulo 3 proporcionen un análisis detallado de las concentraciones de metales tóxicos en las distintas especies para verificar que se encuentran dentro de los límites máximos legales establecidos por la UE para piensos. Además, a pesar de los estudios previamente mencionados en animales monogástricos, y fundamentalmente a nivel de investigación, hasta la fecha no existe un suplemento mineral a base de algas que pueda ser administrado a rumiantes con el fin de incrementar el contenido en yodo, en selenio o en ambos en los productos derivados (especialmente en la leche), ni ningún estudio que indique la viabilidad y no toxicidad de esta estrategia en animales de alto valor comercial como las vacas de leche, así como en sus productos derivados.  La abundancia y disponibilidad de las especies de algas varía considerablemente de unas regiones a otras, por lo que se hace necesario encontrar nuevas especies con capacidad para poder ser empleadas como suplementos minerales, pero que tengan mayor abundancia, y que por tanto puedan representar una alternativa viable y más sostenible desde el punto de vista medioambiental. Además, fundamentalmente debido a la acción del hombre, algunas especies de algas se han introducido en lugares de los que no formaban parte y se establecen en ellos compitiendo con las especies autóctonas, proliferando de forma exponencial, colonizando amplias superficies y causando un gran daño a los ecosistemas nativos. Estas especies invasoras, tales como Sargassum muticum, son por tanto indeseables desde el punto de vista ecológico, por lo que cualquier utilidad práctica que pueda ser demostrada para estas especies supondrá la valorización de un residuo ambiental importante.  Por último señalar que el uso de algas naturales de la costa como fuente de minerales ofrece numerosas ventajas en comparación con el uso de suplementos de minerales inorgánicos, sobre todo en los sistemas de producción ecológica, donde el uso de suplementos minerales es muy limitado. Además potencia la reutilización de los residuos de la costa, y la utilización de recursos naturales de origen marino, escasamente explotados en la actualidad, lo que promueve el desarrollo rural, teniendo en cuenta la preferencia de determinados consumidores de productos naturales en la alimentación animal, así como sus posibles beneficios en la salud de los animales. Además, a diferencia de la producción industrial de microalgas, las macroalgas marinas son consideradas en la UE como materias primas, no requiriendo ningún tipo de registro como aditivos para piensos, lo cual representa una importante ventaja a la hora de desarrollar este suplemento a base de algas. El primer objetivo de este estudio es establecer la composición mineral (elementos tóxicos y esenciales) en algas de la costa gallega (Noroeste de España). El segundo objetivo es realizar un suplemento mineral a base de algas con capacidad para incrementar los niveles minerales, principalmente yodo y selenio en los animales. 
2. Material y métodos 
2.1. Recogida de muestras Las algas marinas para el desarrollo de este trabajo experimental fueron obtenidas de las costas gallegas y proporcionadas amablemente por la empresa Porto Muiños SL. Se utilizaron seis especies de algas de manera preliminar (teniendo en cuenta la abundancia 
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Tesis Doctoral Francisco Rey Crespo y el precio): lechuga de mar (Ulva rigida), kombu (Laminaria ochroleuca), kombu dulce (Saccharina latissima), sacorriza (Saccorhiza polyschides), mastocarpus (Mastocarpus 
stellatus) y sargazo (Sargsasum muticum).  
2.2. Análisis y preparación de las muestras Para la preparación del suplemento mineral a base de algas, en primer lugar se seleccionaron las algas, haciendo una revisión de las mismas para retirar otros organismos que pueden venir adheridos a las algas tras su recolección. A continuación, se lavaron con agua dulce, se secaron en un secadero, haciendo circular aire a una temperatura inferior a 30ºC, se deshidrataron y se trocearon empleando un molino adecuado para ello. Después, en el caso particular de Saccorhiza polyschides, se procedió a pulverizar los trozos en un molino adecuado para generar polvo. Las muestras de algas (1 g.) fueron digeridas en 8 mL de ácido nítrico concentrado (69%) (Suprapur grade, Merck) y 2 mL de peróxido de hidrógeno al 33% w/v en un sistema de digestión por microondas (Ethos Plus; Milestone, Sorisole, Italia). Las muestras digeridas se transfirieron a tubos a de polipropileno y se diluyeron a un volumen final de 15 mL con agua mili-Q. Para la determinación de yodo se utilizó un procedimiento de extracción alcalina a alta temperatura (EN, 2007). Las concentraciones de elementos esenciales y tóxicos fueron determinadas por Espectroscopía de Masas con Fuente de Plasma Acoplado (ICP-MS, VG Elemental PlasmaQuad SOption) equipado con un Micromist bajo flujo nebulizador, un Peltier cuarzo doble cámara y una antorcha de cuarzo. Las soluciones de calibración con concentraciones comprendidas entre 0.1 y 5000 mg/L se prepararon inmediatamente antes del análisis. En todos los casos, la ecuación de ajuste lineal fue a través de blanco, el coeficiente de correlación fue>0.999 y la desviación estándar relativa (RSD) <5%. Las muestras se analizaron por triplicado. Durante todo el experimento se llevó a cabo un programa de control de calidad analítica. Los valores del blanco se restaron de cada muestra antes de que se realizara el cálculo de resultados. El límite de detección en la digestión ácida se calculó como tres veces la desviación estándar de los blancos. Las recuperaciones del material de referencia certificado (CRM Sargasso NIST-09) tuvieron buenos resultados, con una media de recuperación de 90 a 105%.  
3. Resultados y discusión Los resultados de las concentraciones de elementos esenciales y tóxicos en las diferentes especies de algas analizadas se presentan en la Tabla 1.  Los niveles de minerales varían sustancialmente de unas especies a otras, así por ejemplo las algas pardas como la sacorriza, el kombu o el kombu dulce aportan niveles muy elevados de yodo en comparación con otras especies, como la lechuga de mar que aporta principalmente hierro. Por otro lado, el sargazo o el kombu dulce son las algas que aportan más selenio. El kombu dulce, por tanto, es un alga rica tanto en yodo como en selenio. Teniendo en cuenta que una de las principales limitaciones de las algas es su aporte excesivo de arsénico; el sargazo es el alga que tiene mayores concentraciones de este 
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Tabla 1. Niveles medios de elementos esenciales y tóxicos (mg/kg peso húmedo) en distintas especies de algas. n= 5.   Sacorriza  (Sacchorhiza 
polyschides) Kombu dulce  (Saccharina 
latissima) 
Kombu  (Laminaria 
ochroleuca) Sargazo (Sargasum muticum) Mastocarpus (Mastocarpus stellatus) Lechuga de mar (Ulva rigida) Co 0,359 0,66 0,206 1,21 0,562 0,096 Cr 0,807 1,04 0,407 10,9 0,673 2,01 Cu 2,05 3,34 1,12 5,83 1,81 2,12 Fe 327 152 85 289 67 518 I 4724 5126 4981 72 215 75 Mn 3,82 9,28 1,18 61 4,97 8,29 Mo 0,189 0,278 0,071 0,55 0,278 0,151 Ni 1,33 1,63 0,732 8,9 6,91 2,11 Se 1,44 2,5 1,21 2,15 0,881 0,917 Zn 48,7 76,1 73,4 140 44,6 4,73 As 55,1 49,2 35,8 97,3 14,2 1,97 Cd 0,794 0,249 0,188 0,494 0,562 0,022 Hg 0,022 0,029 0,011 0,022 0,008 0,013 Pb 0,66 0,435 0,221 1,853 0,342 1,28  Centrándonos en las algas pardas que son las que nos aportan más cantidad de yodo, y también de selenio, establecemos que el suplemento mineral debe llevar, en porcentaje en peso: 
• 15-35% de Sargassum muticum, y 
• 1-10% de Saccorhiza polyschides, Laminaria ochroleuca o Saccharina latissima. 
Se puede emplear Saccorhiza polyschides, Saccharina latissima o Laminaria 
ochroleuca indistintamente para formar parte del suplemento mineral, dado que las tres especies aportan yodo. Las especies Saccorhiza polyschides, Laminaria ochroleuca y Saccharina latissima, suponen una importante fuente de yodo, un micromineral esencial en la nutrición de los animales, llegando a aportar aproximadamente entre 74-156 g de yodo por kg de biomasa. Por tanto, resulta especialmente relevante controlar de forma precisa las concentraciones de estas especies en el suplemento mineral, ya que si su inclusión supera determinados niveles, podrían presentarse problemas de exceso de aporte de yodo en la leche, resultando tóxico para los consumidores. La inclusión de estas algas a las concentraciones de 1-10% dentro de un suplemento permite mantener los niveles de estos elementos dentro de los límites máximos establecidos, de acuerdo con las necesidades fisiológicas de los animales, y sin causarles problemas de toxicidad (arsénico) (INRA, 2001; EC, 2002; 2003; 2006), por lo que suponen una nueva fuente de minerales adecuada para su nutrición.  
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Tesis Doctoral Francisco Rey Crespo En una realización preferida, el suplemento mineral comprende: 
• 5-25% de Sargassum muticum y, 
• 2-8% de Saccorhiza polyschides, Laminaria ochroleuca o Saccharina latissima.  En una realización aún más preferida, el suplemento mineral comprende: 
• 17.5% de Sargassum muticum y,  
• 2.5% de Saccorhiza polyschides, Laminaria ochroleuca o Saccharina latissima, preferiblemente Saccorhiza polyschides, por abundancia y precio. Además de las algas pardas, se incluirán en el suplemento algas verdes pertenecientes al género Ulva, concretamente Ulva rigida. Dentro del género Ulva se incluyen diversas especies parecidas tanto morfológica como nutricionalmente y que por tanto pueden ser empleadas indistintamente en el suplemento mineral.  Los bajos niveles de elementos tóxicos presentes en la composición de algas del género 
Ulva permiten su inclusión en grandes cantidades en el suplemento mineral de la invención, de forma que se facilita la mezcla del resto de componentes, asegurando su homogenización y la ingesta por parte de los animales, ya que permite incrementar la masa total de la composición hasta niveles que son bien percibidos por los animales. La inclusión de Ulva, preferiblemente de Ulva rigida a las concentraciones de 55-84% dentro de una composición administrada a las dosis descritas en el presente suplemento en la dieta de los animales, permiten asegurar la mezcla del resto de componentes del suplemento mineral para asegurar que éstos sean ingeridos en las cantidades adecuadas y de esta forma ejerzan su función en el animal, sin causarles problemas de toxicidad, por lo que supone un nuevo vehículo para aportar otros minerales en la dieta. Además, este género de algas supone una nueva fuente de hierro, que es adecuado para la nutrición animal. El suplemento mineral además comprende 55 a 84% de una especie perteneciente al género Ulva. En una realización más preferida, el suplemento mineral comprende 60-80% de una especie perteneciente al género Ulva. En una realización aún más preferida, el suplemento mineral comprende 70-80% de una especie perteneciente al género Ulva. En una realización aún más preferida, el suplemento mineral comprende 80% de una especie perteneciente al género Ulva. En cuanto a la presentación de las algas para el suplemento, Sargassum muticum y las algas pertenecientes al género Ulva se administran en forma de copos y Saccorhiza 
muticum, Laminaria ochroleuca o Saccharina latissima en polvo.  El suplemento mineral, además, es apto para ser mezclado con el pienso o el forraje destinado a la alimentación de los animales, de forma que su administración no suponga un inconveniente excesivo para el ganadero a la hora de manejar los animales. La mezcla alimenticia contiene al suplemento mineral en una concentración de 4 a 8 g por kg de mezcla alimenticia.  Dependiendo de la región geográfica, y del tipo de alimentación (con un mayor o menor grado de concentrados) cada explotación ganadera tendrá unos requerimientos minerales concretos. Por ello, el suplemento mineral se puede administrar a una dosis variable 
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Capítulo 3 dependiendo de las necesidades propias de la explotación, por ejemplo entre 35 y 157 g/animal/día.  Estos cálculos se basan en los niveles de yodo que aportan las algas, teniendo en cuenta: 
• la concentración mínima de la mezcla de algas pardas y máxima de lechuga de mar: 
o 15% Sargassum muticum 
o 1% Saccorhiza polyschides 
o 80 % Ulva rígida 0.15*72+0.01*4724+0.84*75=121 
• la concentración máxima de la mezcla de algas pardas y mínima de lechuga de mar: 
o 35% Sargassum muticum 
o 10% Saccorhiza polyschides 
o 55 % Ulva rígida 0.35*72+0.1*4724+0.55*75=532.85 
• Partiendo de un aporte diario de 19 mg/día de yodo habrá que dar 35 g/animal día cuando la concentración de algas pardas sea máxima y 157 g/animal día cuando sea mínima. En una realización preferida de este aspecto de la invención, los animales son alimentados con una cantidad de 100 g/animal/día del suplemento mineral. Esta dosis resulta especialmente adecuada para explotaciones con bajos niveles de yodo y selenio. Teniendo en cuenta la composición mineral de las algas, las necesidades fisiológicas de los animales a suplementar y los niveles máximos admisibles tanto de elementos tóxicos como esenciales (INRA, 2001; EC, 2002; 2003; 2006) se realizó una mezcla de algas compuesta por lechuga de mar (Ulva rigida) (en forma de copos, el 80%), sargazo (Sargasum muticum) (copos, el 17.5%) y sacorriza (Saccorhiza polyschides) (en polvo, 2.5%). Se suplementó la dieta de los animales con 100 g/animal/día de la mezcla de algas. El suplemento de algas tiene altos niveles de hierro, selenio, y sobre todo de yodo (Tabla 
2), en comparación con el forraje y el alimento concentrado estándar, representando un 1,66, 2,08 y 68,9% de la ingesta dietética total, respectivamente. La inclusión del suplemento de algas en la dieta basal permite cubrir los requerimientos fisiológicos de yodo, aunque la concentración de selenio era todavía marginal. Debido al contenido de metales tóxicos potencialmente alto de las algas, en particular, arsénico y mercurio (EFSA, 2005b; EFSA, 2008) se determinaron las concentraciones de metales tóxicos en las algas. Las concentraciones de metales tóxicos en la mezcla de algas (Tabla 2) se encontraban dentro de los límites máximos legales establecidos por la UE para piensos. El principal metal tóxico en las algas es el arsénico y, de hecho, la UE ha establecido un límite máximo específico para la harina de algas (40 mg/kg en comparación con 2 mg/kg en pienso completo), si bien cabe destacar que la mayor parte del arsénico se 
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Tesis Doctoral Francisco Rey Crespo encuentra en la forma orgánica y éste tiene una baja toxicidad para los animales. La contribución a la ingesta dietética total de los otros metales tóxicos es muy baja. 
 
Tabla 2. Concentración de elementos esenciales y tóxicos en la mezcla de algas, en una dieta control y suplementada (asumiendo una ingesta total diaria de MS de 18.7 kg/animal, de los cuales 4.4 kg son concentrado y 0.1 kg suplemento de algas (grupo suplementado)), estimación de la contribución del suplemento de algas en la ingesta mineral diaria (%), límites máximos establecidos y necesidades fisiológicas.  algas Dieta control Dieta suplementada Contribución algas (%) Límites máximos establecidos*† Necesidades fisiológicas¥ Co 0.276±0.002 0.494 0.494 0.27 2* 0.1 Cr 1.60±0.15 2.95 2.94 0.3   Cu 2.51±0.10 14.2 14.2 0.09 35 16 Fe 600±24 198 200 1.66 750 24 I 190±4 0.413 1.43 68.9 5 0.45 Mn 29.7±0.9 182 181 0.09 150 17 Mo 0.429±0.037 1.27 1.26 0.18 2.5  Ni 2.38±0.03 1.82 1.83 0.68   Se 1.15±0.14 0.263 0.269 2.08 0.5 0.3 Zn  23.4±3.0 55.0 55.0 0.22 150 63 As 18.3±1.3 0.132 0.230 40.7 2 (40)  Cd 0.245±0.009 0.058 0.059 2.23 1  Hg 0.033±0.006 0.007 0.007 2.22 0.1  Pb 1.61±0.08 0.250 0.257 3.46 5  †: Elementos esenciales: Commission Regulation 1334/2003/EC; elementos tóxicos: Directive 2002/32/EC * para alimentos completes. En paréntesis para harina de algas ¥: NRC 2001  
4. Conclusiones Teniendo en cuenta la composición mineral de las algas, las necesidades fisiológicas de los animales a suplementar y los niveles máximos admisibles tanto de elementos tóxicos como esenciales se propone una mezcla de algas compuesta por lechuga de mar (Ulva 
rigida) (en forma de copos, el 80%), sargazo (Sargasum muticum) (copos, el 17.5%) y sacorriza (Saccorhiza polyschides) (en polvo, 2.5%) y suplementar la dieta de los animales con 100 g/animal/día de la mezcla de algas. La inclusión del suplemento de algas en la dieta basal permite cubrir los requerimientos fisiológicos de yodo. 
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Tesis Doctoral Francisco Rey Crespo 
Resumen Este trabajo de investigación fue diseñado para evaluar la viabilidad de la utilización de las algas marinas de la costa gallega como una fuente de minerales (principalmente de yodo, pero también otros microminerales) en ganado vacuno lechero en explotación ecológica. Se llevó a cabo en una granja de producción ecológica en la provincia de Lugo, representativa de la producción de leche ecológica en el noroeste de España, con 48 vacas de raza Frisona en lactación y una producción media de leche de 19,6 litros/ día. La dieta de los animales se compone principalmente de forrajes locales (trébol blanco y mezcla de raigrás perenne) y 5 kg de concentrado/día/animal (23,5% de la ingesta de alimento). Teniendo en cuenta la composición mineral de la dieta, las necesidades fisiológicas y los niveles máximos admisibles se realizó una suplementación con algas compuesta por lechuga de mar (Ulva rigida) (en forma de escamas, el 80%), sargazo (Sargasum muticum) (copos, el 17.5%) y sacorriza (Saccorhiza polyschides) (en polvo, 2,5%) aportando un total de 100 g/animal/día. Se seleccionaron al azar 16 vacas Frisonas en lactación, 8 animales asignados al grupo control y 8 al grupo suplementado con algas. Ambos grupos tenían exactamente la misma alimentación y manejo, con la excepción de las algas suplementadas, que se mezclaron con el alimento concentrado y se administró durante 10 semanas a los animales en el ordeño de la mañana. Cada dos semanas se tomaron muestras de sangre (plasma) y de leche y se analizaron la concentración de elementos tóxicos y esenciales por ICP-MS o ICP-OES. Los resultados de nuestro estudio demuestran el potencial de las algas marinas de la costa gallega como fuente de microminerales en el ganado lechero. En las condiciones de nuestro estudio el suplemento de algas fue bien aceptado por los animales y no tuvo ningún efecto negativo apreciable sobre las características organolépticas de la leche ni en los residuos de metales tóxicos en leche. El suplemento de algas, mejoró significativamente el estatus mineral de los animales, especialmente yodo y selenio que estaban bajos en la granja. Especial interés merece el suplemento de yodo ya que este elemento se encuentra en muy alta concentración en las algas pardas y se excreta en la leche de forma proporcional a las concentraciones plasmáticas de los animales (media±EE en los grupos suplementado y control fueron de 
268±54 y 180±42 μg/l, respectivamente). Sin embargo, se necesitan nuevos estudios para profundizar en la correlación negativa del suplemento de algas sobre los niveles de molibdeno, debido al importante papel del molibdeno en el metabolismo de cobre en rumiantes con el fin de evitar el riesgo de toxicidad de cobre, en particular en los animales que recibieron dietas enriquecidas con concentrados de cobre. 
Palabras clave: algas marinas, vacuno leche, explotación ecológica, minerales, yodo  
1. Introducción La producción ecológica es un sistema general de gestión agrícola y producción de alimentos que combina las mejores prácticas ambientales, un elevado nivel de biodiversidad, la preservación de los recursos naturales, junto con la promoción del desarrollo rural, la aplicación de altos estándares de bienestar animal y un método de producción en línea con las preferencias de determinados consumidores por productos fabricados con sustancias y procesos naturales (EU, 2008). 
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Capítulo 5 Uno de los pilares de la agricultura ecológica es la alimentación animal. El ganado debe ser alimentado con un 100% de pasto, forraje y alimentos obtenidos de acuerdo con las normas de agricultura ecológica, preferentemente procedente de la propia explotación. Esta dieta natural, además de cubrir las necesidades fisiológicas de los animales, se destina a mejorar la inmunidad y la resistencia a las enfermedades (Pádel et al., 2004). La normativa de la agricultura ecológica establece que, al menos el 60% de los alimentos en las granjas, debe ser forraje fresco o conservado y no permiten el uso rutinario de vitaminas y de minerales (EU, 2008), lo que limita el uso de concentrados, dependiendo de los niveles de minerales del suelo (que puede ser bajos en algunas áreas) y esto pueden conducir a algunas deficiencias minerales (Rosati y Aumaitre, 2004; Blanco Penedo et al, 2009). Dentro de la ganadería ecológica, las vacas lecheras son, posiblemente, la especie animal en las que la nutrición desempeña un papel fundamental debido a sus elevados requerimientos nutricionales durante la primera fase de lactación. La reglamentación de la ganadería ecológica, permite una mayor proporción de alimento concentrado (50%) en comparación con otros grupos de animales (EU, 2008). Encontrar alimentos ecológicos competitivos (buena relación valor nutricional y precio) es hoy en día, una preocupación fundamental de los productores de leche ecológica en Galicia (Noroeste de España), lo que demanda nuevas y necesarias alternativas. Galicia es una región costera (35% de la costa española en total) con abundancia y diversidad de especies marinas y con tradición de la recolección de algas a su llegada a la costa después de los temporales, para su utilización como fertilizante (corregir el pH del suelo), e incluso como alimento para el ganado (López-Mosquera et al., 2011). Hoy en día, muy lejos de tener este uso agrícola, la presencia de algas en las playas es una preocupación ambiental (con un proceso de degradación rápida) para el turismo local, que debe ser eliminado como residuo. Sabemos que las algas marinas son ricas en una amplia gama de aminoácidos, oligoelementos y vitaminas (Jiménez-Escrig y Goñi, 1999; Chowdhury et al, 1995). Las algas también contienen polisacáridos bioactivos, carotenos, fucoidanos, tocoferoles y ácidos grasos insaturados con propiedades antioxidantes, actividad antimicrobiana e inmunomoduladoras (Allen et al, 2001; Dierick et al, 2009). Hasta ahora, la investigación de macro-algas en la alimentación animal se ha centrado en su valor nutritivo (composición principal y los parámetros digestivos; Carrillo et al, 2002; Costa et al, 2010) y la respuesta de rendimiento de los animales a la suplementación de la dieta, lo que claramente aprueba su utilización en la mayoría de las especies, como los cerdos (He et al, 2002; Dierick et al, 2009), aves (Pérez-Buriel et al, 1978) y rumiantes (Hansen et al, 2003;. Marín et al, 2009; Mora Castro et al, 2009; Rjiba Ktita et al, 2010). Sin embargo, y a pesar del alto contenido micromineral de la mayoría de las especies de algas, su uso como suplemento mineral no se ha estudiado, a excepción del yodo.  Los suplementos de algas en el ganado se consideran una forma natural de aumentar el contenido de yodo en productos de origen animal, por ejemplo, los huevos (Ungelenk, 2000) o, más recientemente, la carne de porcino (He et al, 2002; Dierick et al, 2009), y proporcionar a las personas altos niveles de yodo en alimentos de áreas con deficiencia de este micromineral. A pesar de que sabemos que la excreción de yodo en la leche (proporcional a los suplementos de yodo inorgánicos de la dieta, EFSA, 2005a) es la mejor manera de proporcionar yodo en las poblaciones humanas deficientes, y que, 
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Tesis Doctoral Francisco Rey Crespo recientemente, estudios realizados en Dinamarca (Rasmussen et al., 2000), Noruega (Dahl et al., 2003) y Reino Unido (Bath et al., 2012) indican que la leche ecológica tiene concentraciones de yodo significativamente más bajas en comparación con la leche convencional (hasta un 60%), atribuido a la restricción en la dieta de suplementos minerales y la elevada proporción de los forrajes con propiedades “bociogenas”, trébol blanco, sobre todo (Bath et al., 2012), no se ha realizado ninguna investigación acerca del uso de algas como suplemento del ganado lechero. Galicia es un área con deficiencia de yodo o "bociogénica", en la que se recomienda la suplementación con yodo en la dieta añadiendo sal yodada (SEEN, 2009). Teniendo en cuenta que el patrón geográfico de la deficiencia de yodo en los animales de granja parece seguir el mismo patrón de deficiencia de yodo en humanos en todo el mundo (Pittman y Pittman, 1997), se podría argumentar que el uso de algas marinas en la alimentación del ganado de leche en producción ecológica podría beneficiar la sanidad animal, así como mejorar el contenido de yodo en la leche, este último podría ser muy importante para los sectores de la población con dietas restringidas en sal o cuando se necesita un aumento en el aporte de yodo, especialmente las mujeres embarazadas (EFSA, 2005a). Este trabajo de investigación fue diseñado para evaluar la viabilidad de la utilización de las algas marinas de la costa gallega como una fuente de minerales, principalmente yodo, y también otros microminerales, en las vacas de leche en producción ecológica. El objetivo principal es evaluar la respuesta animal al suplemento con algas midiendo los niveles de minerales en sangre y en la leche. Debido al contenido de metales potencialmente tóxicos en las algas (en especial arsénico y mercurio, EFSA, 2005b, 2008) se valorarán también los niveles de metales tóxicos. 
2. Material y métodos 
2.1. Granja de estudio Este trabajo de investigación se realizó en una granja lechera de producción ecológica situada en la provincia de Lugo (latitud: 43.006, longitud: -7.749). La granja fue seleccionada debido a su historial de bajos niveles de yodo y selenio, teniendo en cuenta los análisis de suero anteriores.  La explotación es representativa de la granja tipo de producción de leche ecológica en el noroeste de España. Tiene 48 vacas frisonas en lactación con una producción promedio de leche de 19,6 litros por día. La dieta de los animales se compone principalmente de forrajes locales (trébol blanco y la mezcla de raigrás perenne), pastos conservados como heno o ensilado, en el invierno, y 5 kg de pienso concentrado/día/animal administrados independientemente de la capacidad de producción o de la etapa de lactación, y que representan el 23,5 % de la ingesta de alimento. Los principales componentes nutricionales del forraje (MS: materia seca) durante el experimento fueron: 84,8% de humedad, el 14,3 digestibilidad nitrógeno, el 23,6% de fibra bruta, 12,2% de cenizas, el 87,8% de materia orgánica. El alimento concentrado se compone de trigo ecológico (40%), cebada ecológica (39%), harina de soja ecológica (15,1%), bicarbonato de sodio (2%), carbonato de calcio (1,7%), fosfato dicálcico (1%), cloruro de sodio (0,6%) y minerales 
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Capítulo 5 (0,6%) y la composición nutricional fue 14% de proteína bruta, 2,40% de grasa bruta, 4,19% de fibra bruta y 7,87% de cenizas. 
2.2. Suplemento de algas Las algas marinas para el suplemento de estos animales, fueron obtenidas en la costa gallega y proporcionada amablemente por la empresa Porto Muiños SL. Se utilizaron cinco especies de algas de manera preliminar (teniendo en cuenta la abundancia y el precio): lechuga de mar (Ulva rigida), kombu (Laminaria ochroleuca), kombu dulce (Saccharina 
latissima), sacorriza (Saccorhiza polyschides) y sargazo (Sargasum muticum) y también se tuvo en cuenta, los niveles de minerales de cada alga (elemento tóxicos y esenciales) cuya composición fue determinada por ICP-MS (Espectroscopía de Masa con Fuente de Plasma Acoplado). Teniendo en cuenta la composición mineral de la dieta, las necesidades fisiológicas de los animales y de los niveles máximos admisibles tanto de elementos tóxicos como esenciales (Tabla 1) se suplementó la dieta con una mezcla de algas compuesta por lechuga de mar (en forma de escamas, el 80%), sargazo (copos, el 17.5%) y sacorriza (en polvo, 2.5%) dando un total 100 g/animal/día.  
2.3. Diseño experimental Para este estudio se seleccionaron al azar 16 vacas Frisonas en lactación y se dividieron en dos grupos: grupo control (GC) y grupo suplementado con algas (GS). No se observaron diferencias estadísticamente significativas (p> 0,05) entre el grupo control y el grupo con suplemento de algas para el número de lactaciones (3,5±0,7 y 4,4±0,7, respectivamente), la etapa de lactación (154±41 y 165±44 días) y producción acumulada de leche (3786±977 y 3804±901 litros) al comienzo del experimento. Previamente al experimento, el suplemento de algas fue dado a algunos animales para comprobar la aceptación de alimentación y las variaciones sensoriales de la leche, ningún animal rechazó el suplemento de algas. Durante el experimento, los grupos control y suplementado tenían exactamente la misma alimentación y manejo. La administración de algas se realizó mezclando éstas con el alimento concentrado, proporcionándoselo a los animales en el ordeño de la mañana durante 10 semanas. Se tomaron muestras de sangre heparinizada (10 ml) y leche (25 ml) después del ordeño de la mañana al inicio del experimento (semana 0) y en intervalos de 2 semanas (n=5). Cada día de muestreo, las muestras de leche individuales se agruparon para el análisis de minerales (grupos control y suplementado con algas). En el último muestreo (10 semanas) se tomaron y analizaron muestras individuales de cada animal. 
2.4. Procesamiento de las muestras Todas las muestras fueron refrigeradas inmediatamente después de la extracción y transportadas al laboratorio. Se obtuvo plasma por centrifugación de la sangre a 3000 g durante 15 minutos y las muestras fueron almacenadas por triplicado a -20°C hasta su posterior análisis. Las muestras de leche se liofilizaron y se almacenaron en refrigeración. Las muestras de plasma (2 mL) y la leche (0,5 g MS) se digirieron en ácido nítrico concentrado (Suprapur grade, Merk) y de peróxido de hidrógeno 33% w/v. Para la 
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Capítulo 5 Los elementos presentes en concentraciones muy bajas (arsénico [As], cadmio [Cd], plomo [Pb], mercurio [Hg], cobalto [Co], cromo [Cr], níquel [Ni], selenio [Se] y yodo [I] se determinaron por Espectroscopía de Masas con Fuente de Plasma Acoplado (ICP-MS; VG Elemental PlasmaQuad SOption). Los elementos en concentraciones más altas (cobre [Cu], hierro [Fe], manganeso [Mn], molibdeno [Mo] y zinc [Zn]) se determinaron por Espectroscopía de Emisión con Fuente de Plasma Acoplado (ICP-OES, Perkin Elmer Optima 4300 DV). Las muestras fueron analizadas por triplicado. Se llevó a cabo un programa de control de calidad analítica durante todo el estudio. Se analizaron blancos junto con las muestras y los valores fueron restados de las lecturas de las muestras antes de calcular los resultados. Los límites de detección en la digestión ácida se calcularon como tres veces la desviación estándar de los blancos y el límite de cuantificación se calculó teniendo en cuenta el peso medio de la muestra analizada. Todos los plasmas y las muestras de leche estaban por encima de los límites de cuantificación, excepto para el Cd (0,077 µg/l, 9% por debajo de este límite), Hg (0,454 µg/l, 3%), Mn (0,517 µg/l, 9%) y Pb (0,825 µg/l, 53%) en el plasma y Cd (0,026 µg/l, 28%), Cr (0,126 µg/l, 3%) y Hg (0,296 µg/l, 100%) en la leche. Las recuperaciones analíticas se determinaron a partir de un material de referencia propio (plasma de vacuno ultracongelado) y un material de referencia certificado (de leche en polvo NIST 1549), con una media de recuperación del 81-113% (plasma) y 87-121% (leche). 
2.5. Análisis estadístico Los análisis estadísticos se realizaron utilizando el programa SPSS para Windows (v.19.0). A las concentraciones no detectables se les asignó un valor de la mitad del límite de cuantificación. La normalidad de los datos se comprobó mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov. El efecto del suplemento de algas sobre las concentraciones de elementos tóxicos y esenciales en plasma se evaluó mediante una ANOVA de medidas repetidas con el tratamiento como factor principal fijo (TR, grupo control y suplementado) y fecha de muestreo (T) como efecto de medidas repetidas. El efecto de la suplementación con algas sobre la composición mineral de la leche se evaluó mediante una t-Student en los grupos de muestras (para el grupo control y el grupo suplementado con algas) a lo largo del experimento (n=5) y el análisis individual de muestras de leche del último muestreo. La variabilidad en los niveles de excreción de minerales en la leche se evaluó utilizando el coeficiente de variación (CV). Finalmente, la correlación entre las concentraciones de minerales en el plasma y la leche al final del experimento fue evaluada por el coeficiente de correlación de Pearson. 
3. Resultados y discusión Las concentraciones de elementos esenciales en la dieta se presentan en la Tabla 1. En general, las concentraciones de minerales en la dieta basal (grupo control) estaban dentro del rango adecuado (de acuerdo con Puls, 1994; NRC, 2001; Suttle, 2010) para satisfacer las necesidades fisiológicas, excepto para el yodo (0,5-2,0 mg/kg de MS) y selenio (0,3-1,0 mg/kg MS) que estaban en muy baja concentración en el forraje. El suplemento de algas tiene altos niveles de hierro y selenio, y sobre todo de yodo, en comparación con el forraje y el alimento concentrado, representando un 1,66, 2,08 y 68,9% de la ingesta dietética total, respectivamente. La inclusión del suplemento de algas en la dieta basal permitió 
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Tesis Doctoral Francisco Rey Crespo cubrir los requerimientos fisiológicos de yodo, aunque la concentración de selenio era todavía marginal. La Unión Europea no establece un límite máximo reglamentario para derivados de las algas como alimentos para animales, pero en cualquier caso, la inclusión del suplemento de algas no supera los límites máximos legales de los piensos compuestos completos (Tabla 1). Los resultados de las concentraciones de elementos esenciales en el plasma, tanto del grupo control como del suplementados con algas en nuestro estudio se presentan en la 
Figura 1. En general, el nivel de minerales esenciales era adecuado (de acuerdo con Puls, 1994) al comienzo del experimento (tiempo 0), salvo para el yodo, que como en el análisis anterior, los animales mostraron concentraciones de yodo en plasma por debajo de los niveles adecuados (100-400 mg/l; Puls, 1994). Aunque la explotación tiene un historial de bajo nivel de selenio, las concentraciones plasmáticas de selenio fueron las adecuadas en ese momento. No se observaron diferencias estadísticamente significativas para las concentraciones de elementos traza entre el control y los animales suplementados con algas en el inicio del experimento. Al evaluar el efecto del suplemento de algas en el estado mineral a lo largo del experimento, se observó un efecto positivo estadísticamente significativo para el yodo (p=0,008) y selenio (p=0,05) y casi significativo para el cobalto (p=0,071). Las vacas suplementadas con algas muestran concentraciones plasmáticas significativamente más altas de estos elementos a lo largo del estudio, si bien los contrario se observa para el molibdeno (p=0,000), disminuyendo los niveles en el grupo suplementado la mitad que los controles a lo largo del experimento. No se observó un efecto estadísticamente significativo entre el número de lactaciones y la etapa de lactación, así como las interacciones entre el tratamiento (control y suplementado algas) y el tiempo, el número de lactación y la etapa de lactación para ningún elemento estudiado. El efecto de la suplementación con algas en el selenio, y en especial en el estado de yodo, se podría esperar debido a los niveles marginales de estos elementos en la explotación. Tanto el selenio y el yodo son microminerales con una muy buena respuesta a la suplementación en la dieta (Cook y Green, 2010) y la administración de suplementos de algas permitió el mantenimiento de un nivel adecuado de yodo y de selenio durante el experimento, teniendo en cuenta que aunque las concentraciones plasmáticas de selenio eran adecuadas al principio, tendían a disminuir durante el experimento en los animales de control. Por el contrario, la reducción de la concentración de molibdeno en plasma en el grupo suplementado con algas no se esperaba. No hay datos en la literatura sobre el efecto de la ingestión de algas en el metabolismo de molibdeno (tanto en humanos como en animales). La disminución constante de las concentraciones plasmáticas de molibdeno en los animales suplementados con algas durante el experimento podría estar relacionada con una interacción entre el molibdeno y otros oligoelementos. De hecho, las concentraciones de molibdeno se correlacionaron negativamente con el yodo (r=-0,414, p=0,000) y cobalto (r=-0,319, p=0,002). Se ha descrito que el molibdeno causa una disminución en la captación de yodo tiroideo (Robinson et al., 1965), pero no se han descrito interacciones con cobalto. Curiosamente, el control homeostático de yodo, selenio  
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Tesis Doctoral Francisco Rey Crespo y cobalto es mediado principalmente por la excreción urinaria: se absorbe en el tracto intestinal, a tasas elevadas, sin un control homeostático (Kircggessner et al, 1994, 1997, 1999), su exceso se elimina por orina. Podría ser posible que las concentraciones plasmáticas de molibdeno tengan un papel en el mantenimiento del equilibrio mineral en el plasma. Es poco probable que la disminución de las concentraciones plasmáticas de molibdeno que se encuentran en los animales suplementados con algas pudiese representar cualquier perturbación de la salud del animal por sí mismo, ya que las concentraciones de molibdeno están dentro de los niveles adecuados en esta especie (10-100 mg/l de acuerdo con Puls, 1994) y, además, el molibdeno se clasifica como un elemento beneficioso en ocasiones, siendo sólo esencial en concentraciones ultratrazas (Suttle, 2010). Sin embargo, y debido a la gran importancia y bien conocido efecto del molibdeno en el metabolismo del cobre en los rumiantes (Suttle, 2010) el posible efecto de la variación en la relación cobre: molibdeno merece más investigación. Los resultados de las concentraciones de elementos esenciales en la leche se presentan en la Tabla 2. En general, las concentraciones de minerales esenciales están dentro del rango de referencia (de acuerdo a Puls, 1994) durante todo el período experimental, tanto para el grupo control como para el suplementado con algas. El suplemento de algas tiene un efecto estadísticamente significativo sobre la concentración de yodo y molibdeno en la leche, y como en el caso de la sangre, observamos un aumento de las concentraciones de yodo (49% todo el experimento) y una disminución de molibdeno (57%). La excreción de yodo en la leche ha sido ampliamente estudiada (para revisión ver EFSA, 2005a) debido a su gran importancia en la dieta humana en áreas con deficiencia de yodo, sobre todo en poblaciones alejadas de la costa, donde el consumo de pescado (la principal fuente de yodo) es baja y la leche y los productos lácteos representan la principal fuente de yodo. La excreción de yodo en la leche es proporcional a yodo en la dieta (Flachowsky, 2007) y se puede predecir con los modelos propuestos hace algunas décadas por Binnerts (1958) o Alderman y Stranks (1967). La media de concentración de yodo en la leche ecológica en 
nuestro experimento (180 μg/l) es muy similar a la encontrada en otros estudios en 
Dinamarca (167 μg/l;. Rasmussen et al, 2000), Noruega (127 µg/l; Dahl et al, 2003) y Reino Unido (144 µg/l; Bath et al, 2012). En estos estudios se ve que la concentración de yodo en la leche convencional es de hasta un 60% más alta (268, 232 y 249 µg/l, respectivamente) a la que se encuentra en la leche ecológica y muy similar a la concentración de yodo en leche de las vacas suplementadas con algas en nuestro estudio (268 µg/l). Estos resultados indican que, al menos en las condiciones de nuestro experimento, el suplemento de algas es una excelente manera de aumentar el contenido de yodo en la leche a un nivel similar que en explotaciones convencionales con el uso de suplementos inorgánicos de yodo. Al evaluar la relación entre el yodo en el plasma y su excreción en la leche (Figura 2a) observamos una fuerte correlación estadísticamente significativa (r=0,856, p=0,000), lo que indica que la concentración de yodo en la leche puede estimarse a partir del yodo en plasma, y por consiguiente (como se ha indicado anteriormente) a partir de la ingesta. A diferencia del yodo, hay poca información sobre la excreción de molibdeno en la leche. Sin embargo, considerando la fuerte asociación estadísticamente significativa entre las concentraciones de molibdeno en el plasma y la leche (r=0,958, p=0,000, Figura 2b) nuestros resultados indican que la excreción de 
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Capítulo 5 molibdeno en la leche es altamente dependiente de las concentraciones plasmáticas de molibdeno y, por tanto se podría predecir a partir de ellas.  
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Figura 2. Gráfico mostrando la correlación entre las concentraciones de yodo (A) y molibdeno (B) en plasma y leche (último muestreo) en los grupos suplementado con algas (●) y control (○).  
Al considerar la variabilidad (analizado como el coeficiente de variación: CV) de la excreción de minerales esenciales en la leche se observó que era menor para el yodo (38 frente a 50%) y mayor para el molibdeno (21 frente a 14%) en los animales suplementados con algas en comparación con los animales control. Para los otros minerales la variabilidad era muy similar en ambos grupos para los elementos traza en concentraciones más altas, y algo mayor (2-veces) para los elementos en concentraciones más bajas (en particular, cromo y níquel) en el grupo suplementado con algas.  Nuestros resultados indican que el uso de algas marinas como suplemento para ganado lechero, al menos en las condiciones de nuestro estudio, se traduce en una leche con un grado de uniformidad similar a la convencional; esta uniformidad es sustancialmente mayor para el yodo, lo que es de gran relevancia, porque el margen de seguridad en la ingesta dietética de yodo (baja-adecuada-excesiva) en los seres humanos es muy estrecho (EFSA, 2005a). Al evaluar la respuesta individual de cada animal dentro del grupo (al final del experimento) se observó que la variabilidad en las concentraciones de elementos esenciales era en general inferior para el grupo suplementado con algas en comparación con el control, especialmente para el yodo (21 frente a 58%) y molibdeno (15 frente a 42%). Estos resultados indican una respuesta uniforme al suplemento de algas y garantiza que el contenido mineral de la leche sería fácil de estandarizar. Debido al contenido de metales tóxicos potencialmente alto de las algas, en particular, arsénico y mercurio (EFSA, 2005b, 2008) las concentraciones de metales tóxicos en las algas, el plasma y la leche se determinaron durante el experimento. Las concentraciones de metales tóxicos en la mezcla de algas (Tabla 1) se encontraba dentro de los límites máximos legales establecidos por la UE para piensos. El principal metal tóxico en las algas es el arsénico y, de hecho, la UE ha establecido un límite máximo específico para la harina de algas (40 mg/kg en comparación con 2 mg/kg en pienso completo), si bien cabe destacar que la mayor parte del arsénico se encuentra en la forma inorgánica y éste tiene una baja toxicidad para los animales. Para los otros metales tóxicos, las concentraciones en 
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Capítulo 5 el suplemento de algas en nuestro estudio son entre 1-3 veces más altas que en el forraje y alimento concentrado, sin embargo debido a su baja tasa de inclusión en la dieta, su contribución a la ingesta dietética total es muy baja (Tabla 1). Las concentraciones de metales tóxicos en el plasma de los animales suplementados con algas (Figura 3), fueron en general muy bajas durante todo el experimento, (ningún animal excedió las concentraciones normales en la sangre para vacuno, según Puls, 1994) y no se observaron diferencias estadísticamente significativa con los animales control.   
Figura 3. Concentraciones de elementos tóxicos en plasma en los grupos suplementado con algas (línea oscura, n=8) y control (línea clara, n=8) durante el experimento.  Los niveles de metales tóxicos en la leche se presentan en la Tabla 2. Las concentraciones de mercurio estaban por debajo de los límites de cuantificación en todas las muestras analizadas en nuestro estudio. Para las concentraciones de otros elementos tóxicos en el grupo del suplemento de algas eran muy bajos y sólo difería estadísticamente del grupo de control para el arsénico en los análisis de los animales de muestreo individual al final del experimento. No hay límites legales máximos establecidos para el arsénico, el cadmio y el mercurio, no obstante, todas las muestras de leche mostraron concentraciones de arsénico 
por debajo de 1 μg/L, lo que significa que su contribución a la ingesta dietética total es insignificante (más información, EFSA, 2005b). Las concentraciones de plomo estaban 




















































Tesis Doctoral Francisco Rey Crespo grupo con suplemento de algas en comparación con el control, indica (al igual que para los elementos esenciales) una respuesta uniforme en el suplemento de algas. 
4. Conclusiones Los resultados de nuestro estudio demuestran el potencial de las algas marinas de la costa gallega como fuente de microminerales para el ganado lechero. En las condiciones de nuestro estudio, el suplemento de algas es bien aceptado por los animales y no tiene ningún efecto negativo apreciable sobre las características organolépticas de la leche. El suplemento de algas, mejora significativamente el estatus mineral de los animales, especialmente de yodo y selenio, que eran bajos en la granja estudiada. Sin embargo, se necesitan nuevos estudios para profundizar en la correlación negativa del suplemento de algas sobre los niveles de molibdeno, debido al importante papel del molibdeno en el metabolismo de cobre en rumiantes. Son necesarios más estudios para evaluar el potencial de las algas no sólo como fuente de minerales, sino también por sus propiedades antioxidantes, antimicrobianas e inmunomoduladoras, especialmente en la producción de leche, la función reproductiva y la resistencia a las enfermedades. 
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Resumen Este estudio fue diseñado para evaluar el efecto de la suplementación de algas marinas solas o en combinación con un suplemento mineral convencional (bolos ruminales) para mejorar el estado mineral en vacuno lechero de explotaciones ecológicas y valorar su efecto sobre la composición mineral de la leche, la producción y la composición (% de grasa, % de proteína y recuento de células somáticas: RCS). Se llevó a cabo en una granja de producción ecológica en la provincia de A Coruña (Galicia, España), representativa de la producción de leche ecológica en el norte de España. Se utilizaron 32 vacas frisonas durante una lactación completa y se hicieron 4 grupos de 8 animales: grupo algas (A), grupo bolos ruminales (B), grupo algas más bolos (AB) y grupo control (C). A los grupos de algas se realizó una suplementación con algas compuesta por lechuga de mar (Ulva rigida) (en forma de escamas, el 80%), sargazo (Sargasum muticum) (copos, el 17.5%) y sacorriza (Saccorhiza polyschides) (en polvo, 2,5%) aportando un total de 100 g/animal/día. En la segunda mitad del experimento (semanas 5 y 8) la mezcla de algas fue reformulada y se incrementó de 2,5 a 5,0% la proporción de sacorriza con la consiguiente disminución de la lechuga de mar a un 77,5%. A excepción del yodo que aumentó un 62%, las diferencias en el contenido mineral entre ambas mezclas de algas eran muy bajas (<3%). Al grupo de bolos, se le colocaron colocaron 2 bolos de 107 g ruminales comerciales (Megabric ® Grass, Neolait). Cada dos semanas se tomaron muestras de sangre (suero) y cada cuatro de leche y se analizaron la concentración de elementos esenciales por ICP-MS. La información relacionada con la composición de la leche (% de grasa y proteína), producción y RCS para cada animal se obtuvieron una vez al mes del Sistema Oficial de Control Lechero. Los resultados de nuestro estudio demuestran que bajo las condiciones experimentales de nuestro estudio, que son las de la mayoría de las granjas ecológicas del norte de España, la administración de suplementos de algas combinada con otra fuente de selenio es una herramienta eficaz para mejorar el estatus mineral de los animales y para obtener leche con concentraciones adecuadas de selenio y especialmente de yodo. Esto es especialmente relevante en áreas bociógenas donde la leche es una de las principales fuentes de yodo para los humanos. Se necesitan más estudios para profundizar en el efecto de la suplementación de algas sobre el recuento de células somáticas. 
Palabras clave: vacuno de leche, leche, algas marinas, bolos ruminales, explotación ecológica  
1. Introducción Los sistemas de producción ecológicos y/o sostenible son altamente dependientes de las condiciones ambientales y pueden aparecer desequilibrios minerales en los animales si las concentraciones de minerales en el suelo son bajas, desequilibradas o no disponibles (López-Alonso, 2012).  Un estudio reciente en el norte de España ha identificado deficiencias de minerales, especialmente de yodo y selenio, en el ganado lechero de explotaciones ecológicas (López-Alonso et al., 2014) (Capítulo 1 de esta Tesis) asociados a un bajo contenido de estos elementos en la dieta. Al igual que ocurre en otros países (Rasmussen et al., 2000; Dahl et 
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Capítulo 5 al., 2003; Bath et al., 2012; Johner et al., 2012; Köhler et al., 2012) la leche ecológica de esta área geográfica tiene un contenido mineral, especialmente de yodo, significativamente menor en comparación con la leche convencional (Rey-Crespo et al., 2013) (Capítulo 2 de esta Tesis), lo que podría tener una relevancia destacada desde el punto de vista de la salud humana. Además, también es posible que el bajo nivel de selenio y yodo del ganado lechero ecológico en el norte de España podría llevar a una menor producción de estas granjas en comparación con otras granjas convencionales en pastoreo de la zona, provocando desequilibrios reproductivos y otras alteraciones importantes en los animales (Cook y Green, 2007; Spears y Weiss, 2008; Borucki-Castro et al., 2011;. Overton y Yasui, 2014).  En un trabajo previo (capítulo 4 de esta Tesis) también hemos estudiado la idoneidad de la utilización de una mezcla de varias especies de algas de la costa gallega como fuente de minerales en la producción de leche ecológica, con resultados positivos para mejorar el nivel sanguíneo de yodo de la vaca y para obtener una leche con niveles de yodo similares a la leche convencional (Rey-Crespo et al., 2014). Sin embargo, aunque la concentración de selenio en la mezcla de algas era mayor que en los concentrados su baja tasa de inclusión en la dieta no fue suficiente para corregir los bajos niveles de selenio en los animales y en consecuencia, las concentraciones bajas de selenio de la leche.  Además de los minerales, las algas marinas son una fuente importante de diferentes micronutrientes que podrían tener beneficios importantes para la producción de productos lácteos. Así por ejemplo, la adición de algas marinas a la dieta es una estrategia eficaz para mejorar el contenido en la leche de lípidos bioactivos tales como n-3 PUFA o ácido linolénico conjugado (Franklin et al., 1999;. Stamey et al., 2012.) Y también se han asociado con cambios en el nivel de grasa y proteínas de la leche y en los litros de producción (Franklin et al., 1999; Boeckaert et al., 2008; Hostens et al., 2011). Debido a que las algas marinas tienen propiedades antioxidantes, antimicrobianas e immunomoduladoras (Allen et al., 2001), existe la hipótesis de que la suplementación con algas también podría influir en la salud de la ubre (recuento de células somáticas (RCS)).  Este estudio fue diseñado para evaluar el efecto de la suplementación de algas marinas solas o en combinación con un suplemento mineral convencional (bolos ruminales) para mejorar el estado mineral en vacuno lechero de explotaciones ecológicas y valorar su efecto sobre la composición mineral de la leche, la producción y la composición (% de grasa, % de proteína y RCS). 
2. Material y métodos 
2.1. Granja de estudio Este estudio se realizó en una granja lechera ecológica situada en la provincia de A Coruña (latitud: 43.0815, Longitud: -8.2578). La granja fue seleccionada debido a su historial de bajos niveles en yodo y selenio basado en los resultados de experimentos anteriores (López-Alonso et al., 2014) (Capítulo 1 de esta Tesis) para evaluar el estado mineral en vacuno lechero en ecológico en el norte de España. Todos los experimentos siguieron la legislación vigente de protección de los animales utilizados con fines experimentales o 
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Tesis Doctoral Francisco Rey Crespo científicos, y el permiso para los procedimientos del experimento fue concedido por el Comité de Bioética de la Universidad de Santiago de Compostela (España). La granja cuenta con 153 vacas frisonas en lactación con una producción media de leche normalizada a 305 días de 7505 kg/vaca. Tiene un sistema de estabulación libre con piso de rejilla, camas con paja y un sistema para la alimentación individual. La dieta de los animales se compone principalmente de forrajes frescos de pastos (trébol blanco y mezcla de raigrás perenne) y ración total mezclada (TMR) formulada con forrajes locales conservados, además de concentrado en función de la disponibilidad estacional. Durante el experimento, el pasto representó el 28,4% del consumo de alimento y mostró la siguiente composición nutricional (en materia seca (MS)): 30,6% MS, 19,3% de proteína bruta, el 46,6% de fibra neutro detergente, 26.5% de fibra ácido detergente y 89.1% de materia orgánica. La TMR se formuló con silo de maíz (44,3%), heno (23,4%), concentrado (17,6%) y silo de hierba (14,7%) y la composición nutricional era (MS): 56,2% MS, 11,0% de proteína bruta, el 40,1% de fibra neutro detergente, 25,8% de fibra ácido detergente, 3,2% de grasa y 92,7% de materia orgánica. La composición mineral de la dieta total se presenta en la Tabla 1. 
Tabla 1. Niveles de elementos esenciales en la dieta basal, mezcla de algas (A1: semanas 1-4; A2: semanas 5-8) y bolos ruminales (B) y requerimientos fisiológicos (NRC, 2001). Detalles de la composición de las mezclas de algas y bolos ruminales se dan en el texto. Elementos dieta basal   tratamiento   requerimientos   A1 A2 B    mg/kg MS mg/kg MS mg/kg MS g/tratamiento mg/kg MS Co 0.206 0.298 0.304 0.480 0.1 Cr 2.674 3.54 3.51   Cu 4.39 2.77 2.77 33.0 16 Fe 285 473 468 47.6 24 I 0.192 188 302 0.500 0.45 Mn 61.2 17.4 17.3 17.6 17 Mo 0.528 0.222 0.223   Ni 2.02 3.28 3.26   Se 0.091 1.15 1.16 0.480 0.3 Zn 15.5 29.5 30.6 27.0 63* 
2.2. Grupos de tratamiento Este experimento se llevó a cabo con cuatro grupos de animales: Algas (A), suplemento mineral: bolos (B), algas más bolos (AB) y el grupo control sin tratamiento (C).  
Suplemento de algas. Se ensayaron dos mezclas de algas diferentes. Durante la primera mitad del experimento (semanas 1 a 4) los animales recibieron 100 g/animal/día de una mezcla de algas (A1) compuesta por lechuga de mar (Ulva rigida) en forma de escamas, (80%), sargazo (Sargasum muticum) en copos, (17,5%) y sacorriza (Saccorhiza 
polyschides) en polvo( 2,5%) que había sido probada previamente y con resultados satisfactorios en otra granja ecológica (Rey Crespo et al., 2014) (Capítulo 4 de esta Tesis): con el aporte de algas se consiguió mejorar notablemente el estatus mineral de los animales, con la excepción de selenio, que todavía seguía siendo deficiente. La 
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Capítulo 5 composición mineral se presenta en la Tabla1. Sin embargo, como se detalla en la sección de resultados, el análisis de minerales de la leche durante el experimento reveló que la concentración de yodo en los grupos que recibieron el suplemento de algas fue menor de lo esperado , así que en la segunda mitad del experimento (semanas 5 y 8) la mezcla de algas fue reformulada (A2): la proporción de sacorriza (Saccorhiza polyschides) se incrementó de 2,5 a 5,0%, con la consiguiente disminución de la lechuga de mar (Ulva 
rigida) a un 77,5%. A excepción del yodo que aumentó un 62%, las diferencias en el contenido mineral entre ambas mezclas de algas eran muy bajas (<3%). 
Suplemento mineral. La suplementación mineral se realizó utilizando bolos ruminales comerciales (Megabric ® Grass, Neolait), ya que permiten una liberación prolongada y precisa de minerales (8 meses) muy adecuada para los animales que están exclusivamente a pastoreo. Siguiendo las indicaciones del fabricante, cada vaca recibió 2 bolos de 107 g. La composición mineral dada por el proveedor se presenta en la Tabla 1. 
2.3. Diseño experimental y recogida de muestras Este estudio se realizó con 32 vacas frisonas durante una lactación completa. La selección de los animales se realizó incluyendo todas las vacas con fecha de parto estimada después de 15 de febrero 2013 hasta obtener el número de animales estadísticamente representativo. Antes del inicio del experimento las vacas seleccionadas fueron asignados aleatoriamente a un grupo experimental (A, B, AB o C) se comprobó que no hubo diferencias estadísticamente significativas (p> 0.05) en el número de lactaciones, la producción de leche y composición de la leche (% de grasa, % de proteína, RCS) durante la lactación anterior basado en los datos del Sistema de Control Lechero.  El tratamiento comenzó en el parto. Inmediatamente después del parto, las vacas fueron identificadas con collares de diferentes colores para facilitar la identificación dentro del rebaño y los animales asignados a los grupos B y AB recibieron el tratamiento de bolos. El suplemento de algas (grupos A y AB) se administró en un cubo mezclado con la ración (TRM) tras el ordeño de la mañana. Con la excepción de los tratamientos anteriores que se describen, todos los animales tenían la misma alimentación y manejo durante el experimento.  Para el análisis mineral de cada vaca se tomaron muestras de forma individual a intervalos exactos de 2 semanas para la sangre e intervalos de 4 semanas para la leche. Las muestras de sangre (10 mL de la vena coccígea) y de leche (25 mL) se recogieron después del ordeño de la mañana. Una vaca del grupo B se sacrificó 3 semanas después del parto debido a una infección grave en la ubre.  La información relacionada con la composición de la leche (% de grasa y proteína) y RCS para cada animal se obtuvieron una vez al mes del Sistema Oficial de Control Lechero. Dos de las vacas del experimento no tenían una lactación completa y para otras dos, los datos no estaban disponibles, por lo que fueron excluidas del análisis. 
2.4. Procesamiento de las muestras Las muestras (suero y leche) fueron sometidas a una digestión y/o alcalina (yodo) y los minerales se determinaron por Espectroscopía de Masas con Fuente de Plasma Acoplado 
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Tesis Doctoral Francisco Rey Crespo (ICP-MS; VG Elemental PlasmaQuad SOption). Información más detallada sobre el procesamiento de las muestras en Capítulo 4 de esta Tesis (Rey Crespo et al., 2014). Durante todo el procedimiento se llevó a cabo un programa de control de calidad analítica. Todas las muestras estaban por encima de los límites de cuantificación, excepto para el cromo en leche (0,126 µg/L). Las recuperaciones analíticas se determinaron a partir de materiales de referencia certificados (suero: SRM1598A, suero bovino y leche: NIST-1549 leche desnatada en polvo) analizados junto a las muestras. Las medias de recuperación fueron del 92-108% (suero) y 89-114% (leche). 
2.5. Análisis estadístico Todos los análisis estadísticos se realizaron utilizando el programa SPSS para Windows (v.21.0), y el criterio de significación estadística se estableció en p <0,05. La distribución normal de los datos se verificó mediante una prueba de Kolmogorov-Smirnov. El efecto del tratamiento (A, B, AB o C) sobre las concentraciones de elementos traza en suero se evaluó usando ANOVA de medidas repetidas y en la leche mediante el uso de ANOVA de una vía; las diferencias entre grupos fueron evaluadas mediante pruebas post-hoc de Tukey. El efecto de la ingestión de algas en la producción de leche (litros/ día) composición (% de grasa, % de proteína y RCS) y calidad (RCS) se evaluó mediante el uso de ANOVA de medidas repetidas con el tratamiento (algas o no algas) como factor principal y el número de lactación como covariable. 
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Tesis Doctoral Francisco Rey Crespo La suplementación con algas (A), bolos ruminales (B) o la combinación de ambos tratamientos (AB) mostró un efecto estadísticamente significativo sobre los niveles de cobalto, yodo y selenio en los animales (Figura 1). Las concentraciones de yodo en suero fueron estadísticamente superiores en los grupos que recibieron el suplemento de algas, aunque no se observaron diferencias dentro de los dos grupos (A y AB). El nuevo suplemento de algas (A2) con mayores niveles de yodo, administrado desde la semana 4 hasta el final del experimento, permitió alcanzar un aumento de un 40% en los niveles de yodo en suero en ambos grupos (A, AB). En las vacas tratadas sólo con bolos ruminales (B), los niveles de yodo en suero aumentaron hasta alcanzar valores adecuados (67.0±13.3 µg/L) en la semana 2, pero progresivamente se fueron reduciendo a los valores del grupo control (C) al final del experimento. Para el selenio, como era de esperar, los grupos que mostraron el mayor aumento de las concentraciones séricas de selenio fueron los que recibieron los bolos ruminales (B y AB). De manera similar al yodo, se observó el mayor efecto de los bolos ruminales en la concentración de selenio en suero en la semana 2, cuando los animales mostraron una concentración media en suero ligeramente por encima del nivel adecuado (71,5±8,8 µ/L) para disminuir a concentraciones cerca del rango de deficiencia. Finalmente para el cobalto los tratamientos con las algas (A) y los bolos ruminales (B) parecen tener una contribución similar. Los animales que recibieron ambos tratamientos (AB) mostraron concentraciones en suero de cobalto estadísticamente superiores significativas en comparación con los grupos que sólo recibieron un tratamiento y el grupo de control, que en todos los análisis mostraron concentraciones adecuadas de cobalto (0,17-2,0 µg/L; Herd y Hoff, 2011). Estos resultados concuerdan con los obtenidos en el experimento anterior (Capítulo 4 de esta Tesis) en el que se suplementaron vacas con niveles marginales de yodo y selenio con la misma mezcla de algas (Rey Crespo et al., 2014). El yodo y el selenio, junto con el cobalto (Schöne et al., 2009; Franke et al., 2009, Cook y Green, 2010) muestran una buena respuesta a la suplementación en la dieta, incluso en animales con un estatus mineral adecuado (como el cobalto en nuestro ganado). Esto es debido a que son que se absorben muy bien en el tracto intestinal, sin control homeostático, que es regulado posteriormente por la excreción urinaria (Kirchgessner et al., 1994). El selenio, yodo y cobalto también son los elementos que aumentaron significativamente en los animales que recibieron los bolos ruminales, a pesar de que el efecto fue muy transitorio lo que indica que la dosis no era suficiente para cubrir las necesidades fisiológicas, especialmente de yodo. De hecho, el uso de estos bolos ruminales no está pensado para el pico de lactación, si no que se administran generalmente en el periodo de secado, ya que en el pico de lactación muchos minerales, que no tienen un claro control homeostático, según se absorben se eliminan directamente por la leche. Las concentraciones de minerales en la leche se presentan en la Tabla 2. En general, las concentraciones de minerales en el grupo control estuvieron dentro de los rangos adecuados (según Puls, 1994), excepto para el yodo (rango deficiente: 3-25 µg/L) y selenio (rango marginal: 11-18 µg/L). Como era de esperar, los tratamientos tuvieron un efecto estadísticamente significativo sobre las concentraciones de yodo (p <0,001). Esto fue especialmente relevante para los grupos que recibieron las algas durante la segunda mitad del experimento (122-158 µg/L) cuando la mezcla de algas tenía 2 veces la concentración de yodo. Para el selenio, aunque no aparecen diferencias estadísticas significativa, sí hay 
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Capítulo 5 una tendencia (p <0,1) de aumento de la excreción de selenio en la leche hasta que se observaron valores adecuados después de 4 semanas de tratamiento en los grupos que recibieron los bolos ruminales (20,1 y 22,8 µg/L para los grupos B y AB respectivamente) y en menor extensión para los que recibieron la mezcla de algas después de 8 semanas (18,6 y 19,8 µg/L para los grupos A y AB, respectivamente). 
Tabla 2. Concentraciones de elementos esenciales en la leche (µg/L) en los grupos de algas (A, n=8), bolos (B, n=8), algas + bolos (AB, n=8) y control (C, n=8). Los resultados están expresados como valores medios en peso húmedo. Letras diferentes dentro de la misma columna indican diferencias estadísticamente significativas entre grupos.     grupos       C A B AB RMSE P Co 4 sem. 0.459 0.455 0.462 0.558 0.152 0.474  8 sem. 0.759 0.456 0.419 0.534 0.507 0.559 Cu 4 sem. 53.6 71.6 92.0 68.2 51.7 0.563  8 sem. 45.1 73.2 74.2 64.3 34.8 0.335 Fe 4 sem. 512 428 442 468 156 0.723  8 sem. 394 406 385 420 81 0.851 I 4 sem. 12 38 22 46 15 0.001  8 sem. 25 158 37 122 55 0.000 Mn 4 sem. 38.1 34.8 35.1 34.1 11.7 0.906  8 sem. 39.3 51.3 42.6 33.8 14.9 0.148 Mo 4 sem. 44.8 39.4 38.0 36.6 10.0 0.398  8 sem. 40.7 46.0 42.3 47.9 9.6 0.439 Ni 4 sem. 5.06 4.69 5.59 3.43 4.17 0.774  8 sem. 5.73 5.57 10.00 7.23 7.10 0.613 Se 4 sem. 15.1 17.6 20.1 22.8 6.0 0.094  8 sem. 15.5 18.6 17.2 19.8 3.4 0.086 Zn 4 sem. 5422 5907 6233 6239 1777 0.777  8 sem. 5336 6138 5786 6671 1620 0.423 RMSE: raíz cuadrada del error cuadrático medio, sem.: semanas Datos resumidos de la producción de leche (litros/día), composición de la leche (% de grasa y proteína) y la calidad de la leche (RCS) se presentan en la Tabla 3. En general no se observó ningún efecto estadísticamente significativo para estos parámetros. Sin embargo, parece que los grupos que recibieron las algas (A y AB) mostraron una tendencia (p =0,149) a tener menor RCS en comparación con los grupos control (C) y grupo de bolos ruminales (B). Cuando se repitió el análisis estadístico comparando los animales que recibieron las algas (grupo A y grupo AB) con los que sólo recibieron bolos o ningún tratamiento (grupo B y grupo C) se observó un efecto estadísticamente significativo (p =0,000, Figura 2). A pesar de que en el comienzo de la lactación ambos grupos mostraron similares RCS, los animales que recibieron las algas mostraron una disminución en el RCS en el segundo control en comparación con las vacas que no las recibieron y, 
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Tabla 3. Datos de composición y producción de leche en los grupos de algas (A, n=6), bolos (B, n=6), algas + bolos (AB, n=7) y control (C, n=8) de una lactación completa. Los resultados están expresados como valores medios estimados para los 10 meses de control,     group     C A B AB RMSE P litros 23.7 25.7 22.1 23.8 9.74 0.368 % grasa 4.19 3.94 3.79 4.00 1.44 0.460 % proteína 3.31 3.25 3.28 3.27 0.47 0.898 RCS (log10cell/µL) 5.41 4.95 5.42 5.07 1.33 0.149 RMSE: raíz cuadrada del error cuadrático medio               
 
 
Figura 2. Gráfico mostrando el RCS (log10cel/µl) en los grupos suplementados con algas (A +AB— línea oscura, n=16) y no suplementados con algas (B+C — línea clara, n=16) durante una lactación completa.   












Capítulo 5 Esta es la primera vez que estos parámetros han sido investigados en vacuno. Somos conscientes de que nuestra población de estudio es muy pequeña y que los RCS aparte de la infección de la ubre, están influenciado por muchos factores, tanto del medio ambiente (en relación con la manejo), como del propio animal (en relación con el número y la etapa de la lactación) (Figgens et al., 2010), lo que hace que nuestros resultados deben ser interpretados con precaución. Sin embargo, teniendo en cuenta que el manejo fue el mismo en todos los animales, que la variación individual principal (número y etapa de lactación) se consideró en el análisis y que además no se observaron diferencias estadísticas entre los grupos en la lactación anterior, es posible que las algas podrían tener un efecto significativo en la reducción de las células somáticas. Es posible que este efecto pudiera deberse en parte la recuperación de los niveles sanguíneos de yodo, pero también podría estar relacionado con la actividad antioxidante, antimicrobiana e inmunomoduladora de las algas.  Otros estudios que utilizaron diferentes fuentes de algas marinas (Franklin et al., 1999; Boeckaert et al., 2008; Hostens et al., 2011; Wullepit et al., 2012; Moate et al., 2013), observaron variaciones en la cantidad de la grasa de la leche, provocando las algas una depleción de la grasa. En todos estos estudios el suplemento con algas marinas era sin protección, mientras que los suplementos de algas protegidos no tenían influencia en el rendimiento de la grasa de leche o incluso pueden mejorar la composición grasa de la leche (Stamey et al., 2012). En algunos experimentos, la adición de suplemento de algas aumentó la producción de leche (Hostens et al., 2011), pero en su mayoría no afectó (Franklin et al., 1999; Wullepit et al., 2012; Moate et al., 2013). Al igual que en nuestro estudio, la concentración de proteína de la leche no se vio afectada por las algas. Las diferencias tan marcadas entre estudios podrían estar relacionadas con diferencias en la etapa de lactación de las vacas entre los estudios (Friggens et al., 2010; Hostens et al., 2011), además en nuestro estudio tenemos que tener en cuenta que es en ganado lechero ecológico y todos los estudios mencionados previamente son de explotaciones convencionales. 
4. Conclusiones Bajo las condiciones experimentales de nuestro estudio, que son las de la mayoría de las granjas ecológicas del norte de España, la administración de suplementos de algas combinada con otra fuente de selenio es una herramienta eficaz para mejorar el estatus mineral de los animales y para obtener leche con concentraciones adecuadas de selenio y especialmente de yodo. Esto es especialmente relevante en áreas bociógenas donde la leche es la principal fuente de yodo para los humanos (niños). Se necesitan más estudios para profundizar en el efecto de la suplementación de algas sobre el recuento de células somáticas.  
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Conclusiones       Las conclusiones de esta Tesis Doctoral son: 
1. El metabolismo de los elementos esenciales y la acumulación de metales tóxicos es muy complejo, valorar las interacciones entre metales y tener en cuenta concentraciones relativamente bajas de otros elementos es esencial para interpretar correctamente el estatus mineral. Mientras que en los sistemas convencionales el estado mineral de los animales viene determinado por la suplementación mineral de los concentrados; en los sistemas ecológicos, la ingestión de suelo tiene una gran y especial contribución. Esto hace que el conocimiento general de la suplementación mineral de las explotaciones convencionales no puede extrapolarse directamente a las ecológicas; y requiere especial atención la contribución particular de la ingestión de suelo, bien directamente por pastoreo y/o por la contaminación física de los forrajes con suelo.  Nuestro estudio también demostró que las deficiencias minerales son más frecuentes en los sistemas ecológicos, y cuando sea necesario hacer una suplementación debe adaptarse a las necesidades particulares de cada granja limitando las entradas y evitando interacciones indeseables entre minerales. Para hacer esto correctamente, se necesitan nuevos estudios para conocer con exactitud la influencia del suelo y la composición de la dieta, el grado de ingestión de suelo en pasto o por contaminación de forrajes y otros tratamientos de minerales. Se debe prestar atención a la ingestión de metales tóxicos a través del suelo, tanto en suelos ricos de forma natural, o contaminados por la acción del hombre. 
2. Las concentraciones de elementos esenciales en la leche ecológica fueron significativamente inferiores en comparación con la leche convencional. Esto fue especialmente evidente para los minerales que rutinariamente son suplementados en altas concentraciones en los piensos convencionales (principalmente cobre, zinc, selenio y yodo); por el contrario, las mayores concentraciones de hierro en la leche ecológica podrían estar asociadas con la ingestión de suelo durante el pastoreo. Además, el contenido mineral de la leche ecológica mostró un patrón estacional, las concentraciones más altas de arsénico y de hierro encontradas en el muestreo de invierno posiblemente fueron debidas a un mayor consumo de alimento concentrado y a la mayor ingestión de suelo durante el pastoreo. No obstante, estos resultados deben ser considerados como preliminares debido al bajo número de muestras de leche convencional analizadas. Para llegar a conclusiones más sólidas, sobre todo relacionadas con la elevada variación que se observa en algunos elementos (principalmente yodo) en las granjas convencionales se necesita analizar un mayor número de muestras durante un periodo de tiempo más largo. 
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Tesis Doctoral Francisco Rey Crespo Las concentraciones minerales en la leche son muy fáciles de determinar y, a parte de la información nutricional para la población humana, podría proporcionar información valiosa desde el punto de vista de la salud animal, en especial para elementos tales como selenio y yodo que tienen una excreción en leche proporcional a los niveles de la ingesta. Mención especial debe concederse a la baja concentración de yodo en la leche ecológica en comparación con la convencional; de hecho estudios recientes en todo el mundo ponen de manifiesto el riesgo de estos bajos niveles de yodo, especialmente para determinados sectores de la población (niños y mujeres embarazadas), en las zonas bociógenas donde la leche es la principal fuente de yodo en la dieta. 
3. Teniendo en cuenta la composición mineral de las algas, las necesidades fisiológicas de los animales a suplementar y los niveles máximos admisibles tanto de elementos tóxicos como esenciales se propone una mezcla de algas compuesta por lechuga de mar (Ulva 
rigida) (en forma de copos, el 80%), sargazo (Sargasum muticum) (copos, el 17.5%) y sacorriza (Saccorhiza polyschides) (en polvo, 2.5%) y suplementar la dieta de los animales con 100 g/animal/día de la mezcla de algas. La inclusión del suplemento de algas en la dieta basal permite cubrir los requerimientos fisiológicos de yodo. 
4. Los resultados de nuestro estudio demuestran el potencial de las algas marinas de la costa gallega como fuente de microminerales para el ganado lechero. En las condiciones de nuestro estudio, el suplemento de algas es bien aceptado por los animales y no tiene ningún efecto negativo apreciable sobre las características organolépticas de la leche. El suplemento de algas, mejora significativamente el estatus mineral de los animales, especialmente de yodo y selenio, que eran bajos en la granja estudiada. Sin embargo, se necesitan nuevos estudios para profundizar en la correlación negativa del suplemento de algas sobre los niveles de molibdeno, debido al importante papel del molibdeno en el metabolismo de cobre en rumiantes. Son necesarios más estudios para evaluar el potencial de las algas no sólo como fuente de minerales, sino también por sus propiedades antioxidantes, antimicrobianas e inmunomoduladoras, especialmente en la producción de leche, la función reproductiva y la resistencia a las enfermedades.  
5. Bajo las condiciones experimentales de nuestro estudio, que son las de la mayoría de las granjas ecológicas del norte de España, la administración de suplementos de algas combinada con otra fuente de selenio es una herramienta eficaz para mejorar el estatus mineral de los animales y para obtener leche con concentraciones adecuadas de selenio y especialmente de yodo. Esto es especialmente relevante en áreas bociógenas donde la leche es la principal fuente de yodo para los humanos (niños). Se necesitan más estudios para profundizar en el efecto de la suplementación de algas sobre el recuento de células somáticas.  
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Resúmen/Summary/Resumo       a producción ecológica es un sistema general de gestión agrícola y producción de alimentos que combina las mejores prácticas ambientales, un elevado nivel de biodiversidad, la preservación de los recursos naturales, junto con la promoción del desarrollo rural, la aplicación de altos estándares de bienestar animal y un método de producción en línea con las preferencias de determinados consumidores por productos fabricados con sustancias y procesos naturales. Uno de los pilares de la ganadería ecológica es la alimentación animal. La normativa de ganadería ecológica establece que, al menos el 60% de los alimentos en las granjas, debe ser forraje fresco o conservado y no permiten el uso rutinario de vitaminas y de minerales lo que puede conducir a deficiencias minerales. La composición de la dieta y las prácticas de manejo determinan en gran medida el estatus, tanto de minerales esenciales como de elementos tóxicos a los que está expuesto el ganado, y por tanto las concentraciones de estos elementos en los productos animales. Sabemos que las algas marinas son ricas en una amplia gama de aminoácidos, oligoelementos y vitaminas, sin embargo, y a pesar del alto contenido micromineral de la mayoría de las especies de algas, su uso como suplemento mineral no se ha estudiado, a excepción del yodo.  El objetivo general de esta Tesis Doctoral se centra en evaluar la posibilidad de emplear macroalgas marinas procedentes de las costas gallegas como fuente de minerales. Para ello se desarrollarán los siguientes objetivos concretos: (i) Establecer el perfil mineral del ganado vacuno lechero en España y evaluar si existe diferencia entre los sistemas ecológicos y convencionales mediante el uso de análisis quimiométricos. (ii) Llevar a cabo lo que creemos que es el primer estudio sobre las concentraciones de elementos esenciales y tóxicos en la leche de granjas ecológicas en el norte de España comparándolos con la producción en convencional. (iii) Establecer la composición mineral (elementos tóxicos y esenciales) en algas de la costa gallega (noroeste de España) y realizar un suplemento mineral a base de algas con capacidad para incrementar los niveles minerales, principalmente yodo y selenio, en los animales. (iv) Evaluar la viabilidad de la utilización de las algas marinas de la costa gallega como una fuente de minerales, principalmente yodo, y también otros microminerales, en vacas de leche en producción ecológica. (v) Evaluar el efecto de la suplementación de algas marinas solas o en combinación con un suplemento mineral convencional (bolos ruminales) para mejorar el estado mineral en vacuno lechero de explotaciones ecológicas y valorar su efecto sobre la composición mineral de la leche, la producción y la composición (% de grasa, % de proteína y recuento de células somáticas).  Las muestras analizadas en este estudio provienen de un proyecto de investigación (Ref Gobierno español. AGL 2.010-21026) para evaluar la situación nutricional del ganado 
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Tesis Doctoral Francisco Rey Crespo vacuno en ecológico en el norte de España, en comparación con los sistemas convencionales de producción. En este proyecto participaron todas las granjas lecheras ecológicas del norte de España, lo que representa casi el 80% de la producción ecológica en España. Se analizaron 14 elementos (As, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Hg, I, Mn, Mo, Ni, Pb, Se y Zn) en muestras de suero, de leche y de algas de la costa gallega por Espectroscopía de Masa con Fuente de Plasma Acoplado (ICP-MS) o Espectroscopía de Emisión con Fuente de Plasma Acoplado (ICP-OES). Al igual que en otros países europeos, en España se observaron deficiencias de Se, Cu y I, tanto en el ganado ecológico como en convencional y el porcentaje de deficiencia fue significativamente mayor en las explotaciones ecológicas. El análisis con técnicas quimiométricas mostró una clara separación natural entre los animales de explotaciones ecológicas y convencionales, observándose una transición de ecológico a convencional con pastoreo e intensivo. El conocimiento general de la suplementación mineral de la agricultura convencional no puede extrapolarse directamente a la ecológica, en estos sistemas, si fuera necesario corregir las deficiencias minerales, se debe hacer adaptado a las condiciones particulares de la granja para evitar interacciones minerales. Las concentraciones de elementos esenciales en la leche ecológica fueron significativamente inferiores en comparación con la leche convencional. Estos valores fueron especialmente significativos para los minerales que rutinariamente son suplementados en altas concentraciones en los piensos convencionales: Cu (41.0 y 68.9 µg/L en la leche ecológica y convencional, respectivamente), Zn (3326 y 3933 µg/L), I (78 y 265 µg/L) y Se (9.4 y 19.2 µg/L). Teniendo en cuenta la composición mineral de las algas, las necesidades fisiológicas de los animales a suplementar y los niveles máximos admisibles tanto de elementos tóxicos como esenciales se propone una mezcla de algas compuesta por lechuga de mar (Ulva rigida) (en forma de copos, el 80%), sargazo (Sargasum muticum) (copos, el 17.5%) y sacorriza (Saccorhiza polyschides) (en polvo, 2.5%) y suplementar la dieta de los animales con 100 g/animal/día de la mezcla de algas. Los resultados de nuestro estudio demuestran el potencial de las algas marinas de la costa gallega como fuente de microminerales en el ganado lechero. En las condiciones de nuestro estudio el suplemento de algas fue bien aceptado por los animales y no tuvo ningún efecto negativo apreciable sobre las características organolépticas de la leche ni en los residuos de metales tóxicos en leche. El suplemento de algas, mejoró significativamente el estatus mineral de los animales, especialmente yodo y selenio que estaban bajos en la granja. La administración de suplementos de algas combinada con otra fuente de selenio es una herramienta eficaz para mejorar el estatus mineral de los animales y para obtener leche con concentraciones adecuadas de selenio y especialmente de yodo. Esto es especialmente relevante en áreas bociógenas donde la leche es una de las principales fuentes de yodo para los humanos. Se necesitan más estudios para profundizar en el efecto de la suplementación de algas sobre el recuento de células somáticas.    
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Resúmen/Summary/Resumo       rganic production is an overall system of farm management and food production that combines best environmental practices, a high level of biodiversity, the preservation of natural resources along with promoting the rural development, the application of high animal welfare standards and a production method in line with the preference of certain consumers for products produced using natural substances and processes. One of the cornerstones of organic farming is animal nutrition. European Union regulations stipulate that at least 60% of feed on organic farms must be fresh or conserved forage; limiting the routine use of vitamin and mineral preparations and can lead to some mineral deficiencies. Dietary composition and husbandry practices largely determine essential trace element status and toxic element exposure of livestock, and consequently their concentrations in animal products. It is well known that seaweeds are rich in aminoacids, trace elements and vitamins; however, and despite the high micro-mineral content of most algae species, their use as mineral supplements has hardly been studied, except for iodine. The overall objective of this thesis was to assess the feasibility of using seaweeds from the Galician coast as a source of minerals. The specific objectives were: (i) to establish the mineral profile of dairy cattle in Spain and to evaluate any differences between organic and conventional systems by using chemometric analysis. (ii) to conduct what we think is the first study on essential trace and toxic element concentrations in milk from organic farms in North Spain comparing them with conventional production. (iii) to stablish the mineral composition (trace and toxic elements) in algae from the Galician coast (NW Spain) and to produce mineral supplement to improve mineral status in animals, mainly iodine and selenium. (iv) to assess the value of seaweeds from the Galician coast as a source of minerals (mainly especially iodine but also other micro-minerals) in organic dairy cattle. (v) to evaluate the effect of marine algae supplementation alone or in combination with a conventional mineral supplement (rumen boluses) to improve mineral status in organic dairy cattle and their effect on the milk mineral composition, milk production and composition (% fat, % protein and SCC). Data on which this study was based was collected within a research project (Spanish Government Ref. AGL 2010-21026) to evaluate the nutritional situation of organic dairy cattle in North Spain in comparison with the conventional production system. This project involved all organic dairy farms of North Spain, representing nearly 80% of all organic production in Spain. Fourteen elements (As, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Hg, I, Mn, Mo, Ni, Pb, Se and Zn) in cattle blood and milk samples and in algae from the Galician coast were analysed by inductively coupled plasma-mass spectrometry (ICP-MS)or inductively coupled plasma-optical emission spectrometry (ICP-OES). 
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Tesis Doctoral Francisco Rey Crespo As in other European countries deficiencies of Se, I and Cu were present in both organic and conventional Spanish cattle and the percentage of deficient were significantly higher in organic farming. Chemometric techniques showed a natural separation between organic and conventional animals with a transition from organic through conventional grazing, then to intensive. The general knowledge of mineral supplementation in conventional farming may not be directly extrapolated to organic, and when necessary, mineral deficiencies should be corrected by tailoring the type and concentration of the mineral mixture to the specific farm conditions, thus limiting the inputs and avoiding undesirable mineral interactions. Essential trace element concentrations in organic milk were significantly lower compared to conventional milk, this was especially evident for elements that are routinely supplemented at high concentrations in the conventional concentrate feed: Cu (41.0 and 68.9 µg/L in organic and conventional milk, respectively), Zn (3326 and 3933 µg/L), I (78 and 265 µg/L) and Se (9.4 and 19.2 µg/L). Based on the mineral composition of the diet, the physiological requirements and the maximum admissible levels a supplement composed by Sea Lettuce (Ulva rigida) (as flakes, 80%), Japanese Wireweed (Sargasum muticum) (flakes, 17.5%) and Furbelows (Saccorhiza 
polyschides) (powder, 2.5%) was formulated to give 100 g/animal/day. The results of our study demonstrated the potential of seaweeds from the Galician coast as source of microminerals in dairy cattle. In the conditions of our study the algae-supplement was well accepted by the animals and had no any appreciable negative effect on the milk organoleptic characteristics and the toxic metal residues in milk. The algae-supplement significantly improves the mineral status of the animals, particularly I and Se that were low in the farm. Supplementation of algae combined with another source of selenium is an effective tool to improve the animal mineral status and get milk with adequate selenium and specially iodine concentrations. This is especially relevant in goitrous areas were milk is the main source of iodine for human. The effect of the algae supplementation on somatic cell count observed in our study deserves further investigation.    
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Resúmen/Summary/Resumo        produción ecolóxica é un sistema global de xestión das explotacións agrícolas e de produción de alimentos que combina as mellores prácticas ambientais, un alto nivel de biodiversidade, a conservación dos recursos naturais, así como a promoción do desenvolvemento rural, a aplicación de normas de benestar animal e un método de produción acorde á preferencia de certos consumidores por produtos feitos a partir de substancias e procesos naturais. O piar fundamental da gandería ecolóxica é a alimentación animal. A normativa da gandería ecolóxica, prevé que polo menos o 60% do alimento nas granxas, debe ser forraxe fresco ou conservado e non permiten o uso rutineiro de vitaminas e minerais o que pode levar a deficiencias de minerais. As prácticas de manexo e a composición da dieta determinan en gran parte o nivel, tanto de elementos esenciais como tóxicos ao que está exposto o gando, e polo tanto, as concentracións destes elementos en produtos de orixe animal. Sabemos que as algas mariñas son ricas nunha ampla gama de aminoácidos, oligoelementos e vitaminas, con todo, e a pesar do alto contido de minerais da maioría das especies de algas, o seu uso como suplemento mineral non foi estudado, agás para o iodo.  O obxectivo xeral deste traballo concéntrase en avaliar a posibilidade de utilización de macroalgas mariñas da costa de Galicia como unha fonte de minerais. Para iso, realizaranse os seguintes obxectivos específicos: (i) establecer o perfil mineral do gando leiteiro en España e avaliar se existe unha diferenza entre os sistemas ecolóxicos e convencionais, utilizando análise quimiométrica. (ii) realizar o que cremos ser o primeiro estudo sobre as concentracións de elementos esenciais e tóxicos en leite de granxas ecolóxicas, no norte de España, en comparación coa produción convencional. (iii) establecer a composición mineral (elementos tóxicos e esenciais) en algas do litoral de Galicia (NO España) e realizar un suplemento a base de algas con capacidade de aumentar os niveis de minerais, especialmente iodo e selenio nos animais. (iv) avaliar a viabilidade do uso de algas mariñas da costa de Galicia como unha fonte de minerais, sobre todo iodo e outros minerais en vacas leiteiras en produción ecolóxica. (v) avaliar o efecto da suplementación de algas soas ou en combinación cun suplemento mineral convencional (bolos ruminais) para mellorar o estado mineral de vacún de leite en granxas ecolóxicas e estimar o seu efecto sobre a composición mineral, a produción de leite e a composición (% de graxa, % de proteína e reconto de células somáticas).  As mostras analizadas neste estudo veñen dun proxecto de investigación (Ref Goberno español. AGL 2010-21026) para avaliar o estado nutricional de gando ecolóxico no norte de España, en comparación cos sistemas convencionais. Este proxecto implica todas as explotacións leiteiras ecolóxicas do norte de España, que representan case o 80% da produción ecolóxica en España. Catorce elementos (As, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Hg, I, Mn, Mo, Ni, 
A 
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Tesis Doctoral Francisco Rey Crespo Pb, Se e Zn) foron analizados en mostras de soro, de leite e de algas mariñas da costa galega por Espectroscopía de Masa de Plasma Acoplado (ICP-MS) ou Espectrometría de Emisión Óptica (ICP-OES).  Como noutros países europeos, en España observáronse deficiencias de Se, Cu e I tanto na gandería convencional como na ecolóxica e a porcentaxe de deficiencia foi significativamente maior na gandería ecolóxica. A análise quimiométrica mostrou unha clara separación entre os animais das granxas ecolóxicas e convencionais, mostrando unha transición de ecolóxico a convencional con pastoreo e intensivo. O coñecemento xeral da suplementación mineral nas ganderías convencionais non pode ser extrapolado directamente as granxas ecolóxicas, nestes sistemas, as deficiencias minerais deben ser corrixidas tendo en conta as condicións particulares de cada granxa para evitar interaccións minerais. As concentracións dos elementos esenciais no leite ecolóxico foi significativamente menor en comparación co leite convencional. Estes valores foron especialmente significativos para os minerais que son suplementados habitualmente en altas concentracións nos pensos convencionais: Cu (41.0 e 68.9 µg/L no leite ecolóxico e convencional, respectivamente), Zn (3326 e 3933 µg/L), I (78 e 265 µg/L) e Se (9.4 e 19.2 µg/L). Considerando a composición mineral das algas, as necesidades fisiolóxicas dos animais para as suplementar e os niveis máximos admisibles, tanto de elementos tóxicos como esenciais proponse unha mestura de algas que consiste en leituga de mar (Ulva 
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